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1-1. 諸言 
生細胞の中では無数の化学反応が同時に進行しており、それらがある一定の調和を保
つことによって生命活動が維持されている。これは、細胞内外および細胞膜上に存在す
る多種多様なタンパク質や低分子リガンドなどが、特定分子と巧みに相互作用すること
により成り立っている。その巧みな相互作用を引き起こすためにタンパク質は、特定分
子に対して相互作用(水素結合や静電的相互作用、疎水性相互作用など)するアミノ酸残
基が相補的に配置された結合ポケットを有している。ヒトの場合、タンパク質を構成す
る α-アミノ酸は合計 20 種類存在し、それらがペプチド結合によって連なってひも状の
高分子となり、分子内のアミノ酸残基間の相互作用により 2 次構造を形成しさらにフォ
ールディングして特定の 3 次構造をとっている。特定分子と相互作用するには、この 3
次構造で形成される空間とその内部のアミノ酸残基の立体的な位置関係が重要であり、
特定分子が接近するとこの結合空間内の決まったアミノ酸残基と水素結合や静電的相
互作用などを介して結合することができる 1, 2)。タンパク質によっては、特定分子の相
互作用がきっかけで結合ポケットの 3 次構造が少し変化して特定分子をより強く認識
するようになることがある。また、このような特定分子の相互作用を機に、その特定分
子が結合した部位とは異なる位置に存在するドメインの 3 次構造の変化が誘起され、別
の分子がそのドメインに結合することによってそれに追随したシグナル伝達などの生
命活動が発揮されることがある。このような巧みな相互作用によってタンパク質は多種
多様な分子を識別し様々な機能を果たすことができるため、特定タンパク質を認識し検
出することは、生命機能、病理診断、プロテオーム解析、バイオマテリアル開発などの
分野で重要であると考えられている。 
このようなタンパク質の特異的な認識能を示す例として、抗原―抗体間の相互作用は
抗体の Fab 領域に特定の抗原が高親和的・高選択的に結合することから高い分子認識能
を示す。解離定数はその組み合わせにもよるが KD =10-10～10-11 M であり、例えば抗原
がペプチドの場合はアミノ酸残基一つ異なるものでも識別可能である。このように抗原
に対する特異性が高いことから、抗体をタンパク質認識素子として用いた
Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA)法はタンパク質の高感度検出方法(感度：
pM～nM オーダー)として広く普及している 3)。しかしながら、基本的に抗体－抗原間は
1:1 の組み合わせであるため、認識したい抗原分子(タンパク質)に対応する抗体を探索
しなければならない。また、抗体によっては物理的・化学的な環境変化に耐えられない
もの存在するため、抗体を認識素子としたタンパク質認識材料はその使用目的に合わせ
て形状や機能を自在に設計・合成するのが難しいという課題がある。 
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そこでこのような問題を解決し、かつ標的タンパク質を特異的に認識しその認識挙動
をシグナルとして読みだすことが可能な分子認識人工材料があれば、多くの疾患発生機
序の解明、プロテオミクス、病理診断、新薬開発といった学術および産業双方の分野に
大きく貢献することが期待される 4), 5)。標的タンパク質に対して特異的な認識能を持つ
人工材料を作製するためには、標的タンパク質に適した相補的な認識ナノ空間を構築す
ることが重要であり、生体内に存在する分子同士が持つ優れた分子認識能を模倣するこ
とができれば高い認識能を有する認識ナノ空間を構築できると考えられる。これまでに、
タンパク質表層のアミノ酸残基と静電的相互作用や水素結合を示すカルボキル基を持
つ Acrylic acid (AA)やアミド基を持つ Acrylamide (AAm)などのモノマーの組成比を様々
変えて N,N’-Methylenebisacrylamide (MBAA)などの架橋剤とともに共重合して作製した
ナノゲルの報告例がある 6), 7)。この報告では、標的タンパク質がナノゲルに接近した時
に、ナノゲルのポリマー側鎖のカルボキシル基やアミド基が柔軟に動いてタンパク質表
面のアミノ酸残基と相補的に相互作用するように 3 次元的に再配列することによって、
タンパク質との認識空間を随時構築することでタンパク質を認識することができると
いわれている。また、水素結合や静電的相互作用を示すモノマーを組み込んだ
N-Isopropylacrylamide (NIPAm)のポリマー(poly (NIPAm))ベースの高分子材料のような
pH や熱などの外部刺激に応じて構造が変化する高分子を用いてタンパク質の認識能を
制御可能な高分子材料などが開発されている 8), 9)。以上のような例は、AA や AAm、カ
チオン性モノマー、NIPAm といったモノマーを架橋剤とともに共重合しその組成比を
最適化することによってタンパク質の認識能を持つ人工材料が作製可能であることが
魅力的である。その一方で、作製した高分子材料を構成するポリマー鎖が柔軟に動いて
いろいろな構造をとる可能性があるため規定された認識空間の構築には至っておらず、
認識したいタンパク質と同じような構造や等電点を持つタンパク質の識別が難しいこ
とが課題としてあげられる。標的タンパク質のみを識別できるような生体分子間で働く
分子認識は非常に精巧であり、それを完璧に模倣し分子認識材料として設計・合成する
ことは難しく、日々これらを克服したタンパク質認識人工材料の開発が望まれている。 
タンパク質認識材料を作製するうえでこれまでにいろいろな手法・戦略が提案されて
きたが、以上のようなタンパク質認識空間構築方法だけでなく、1985 年ころから
Molecular imprinting (MI)という手法によるタンパク質認識材料が研究され始めてきた
10)~19)。タンパク質を標的分子とした MI 法は、認識したいタンパク質とその表層の一つ
ないし複数のアミノ酸残基と相互作用を示す機能性モノマーと形成した複合体をコモ
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ノマーおよび架橋剤とともに共重合し、その後タンパク質を取り除くことで標的タンパ
ク質に対して相補的な相互作用部位を持つ認識ナノ空間を構築する手法である。この手
法で得られたポリマーを Molecularly imprinted polymers (MIPs)と呼び、MIPs 中の形成さ
れた結合空間内において重合された機能性モノマーが標的タンパク質の表層のアミノ
酸残基に対して空間相補的な位置で相互作用部位として働くだけでなく、形成した空間
の形状も標的タンパク質に対して 3 次元的に相補的であることが期待される。さらに、
形成されたナノ空間はポリマー内に維持されるため、MIPs は標的タンパク質に対して
親和性を示し、また相同性の高いタンパク質やアイソフォームであっても選択的に標的
分子を認識することが期待できる。MI 法は認識能の高いタンパク質認識人工材料を得
るという昨今の目標達成のための有力な手法の一つとしてこれまでに数々の研究がな
されてきた 10~19)。そのような中で、標的タンパク質に対して抗原―抗体のような高い認
識能を示す洗練された認識空間を創製するためには、タンパク質の大きさに合ったナノ
メートルサイズでの空間設計が求められ、重合時のコモノマーと架橋剤の種類や精密な
重合方法の検討が進められている。さらに、タンパク質の表層には静電的相互作用・水
素結合などの相互作用する可能性のあるアミノ酸残基が点在する。機能性モノマーとの
相互作用部位の数を規定することや特異性を向上させることによって抗体―抗原間の
ような規定された高い認識能を示す結合空間を効率よく作製できる可能性がある。しか
しながら、このようにタンパク質に合わせた特異的相互作用部位を持つ結合ナノ空間の
精密な構築方法に関する研究報告例が少ないのが現状である。これらを達成した特異的
な分子認識能を有する結合ナノ空間の構築方法が発展すれば、より認識能の高いタンパ
ク質認識人工材料の作製手法として大いに貢献できると考えられる。 
本章では、まず背景としてタンパク質の分子認識について理解し、タンパク質認識材
料を作製する手段の一つとして用いた MI 法と、その克服すべき問題点にフォーカスを
あて、MI 法を用いたタンパク質認識材料の研究例などを紹介しながら本研究の目的を
明確にする。さらに本研究で用いる生体内分子認識の一つであるリガンド―タンパク質
間相互作用の特徴と本研究の標的タンパク質とそのリガンドの特徴、ポリマー合成のた
めに用いた制御/リビングラジカル重合法などについて概説し、本研究の目的と意義を
明らかにする。 
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1-2. タンパク質の分子認識 
 タンパク質を特異的に認識するためには、標的タンパク質に対して相補的な立体構造
と相互作用部位を持つ認識ナノ空間の構築が必要である。そのようなタンパク質認識ナ
ノ空間を構築するうえで、実際の生体分子間相互作用を理解することは重要である。
Figure 1-1 に示したようにその相互作用の種類としては、(a) 静電的相互作用、(b) 疎水
性相互作用、(c) van der Waals 力、(d) 水素結合、(e) 金属配位結合が主にあげられる 20), 
21)。実際の生体分子間では、このような相互作用を組み合わせることにより、カギと鍵
穴の関係のような高い精度でお互いを識別している。ゆえに、標的タンパク質のアミノ
酸配列や等電点、分子量、2 次構造、3 次構造を考慮し、ある特定部位に対して上記の
相互作用を示すような有機化合物、無機化合物などをデザインされた空間内に適した配
置で組み込むことで生体分子間相互作用を人工的に再現したタンパク質認識材料を構
築できる可能性がある。 
 
Figure 1-1. Variation of molecular recognitions 
 
(a) 静電的相互作用 (ex. 点電荷間の相互作用、点電荷、双極子、多極子間の相互作用)  
ここではよく議論される点電荷間の相互作用について簡単にまとめる。点電荷間の相
互作用は、正と負に帯電した点電荷間で働く引力のことでクーロン力と言われるもの。
そのポテンシャルエネルギーは下式(1-1)で表されるように、二つの点電荷 q1 と q2 との
距離に反比例して減衰する。水素結合のように相互作用に方向性はないが媒体の誘電率
εが大きく影響することが知られている。 
V ∝
𝑞1𝑞2
𝑟𝜀
      (1 − 1) 
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タンパク質を構成しているアミノ酸のうち、リシンやアルギニンのアミノ基やグルタミ
ン酸やアスパラギン酸のカルボキシル基は pH によって電荷を帯びており、これらはク
ーロン相互作用に関与する。それ故、タンパク質の構造、基質や他の生体内分子との相
互作用を理解するうえで非常に重要である。ポテンシャルエネルギーは 10~30 kJ/mol
程度である。 
(b) 疎水効果による相互作用(疎水性相互作用) 
疎水性相互作用は、水と水に溶けにくい疎水性分子との間に働く。水分子は互いに水
素結合によって広大なネットワークを形成している。このような水の中に、疎水性化合
物を溶解させようとすると疎水性化合物は水分子と水素結合性ネットワークを形成す
ることができないため、水分子はそのネットワークの方向性を再編成する。そして疎水
性化合物の周りに cage のような構造を形成する。この構造形成によってエントロピー
損失をもたらす。疎水性化合物は互いに塊となることでこの秩序だった水分子の数を減
らし、エントロピー損失を最小にすることもできる。 
(c) van der Waals 力 
van der Waals 力は実在気体の理想気体からのずれを説明するために導入された概念で、
その引力の主体は分散力である。分子の極性、非極性に関わらず普遍的に働く力で分子
間力の中で最も弱く、およそ 1 kJ/mol 以下である。ポテンシャルエネルギーの距離の依
存性は下記の式に示したとおりである。 
V = −
𝑎
𝑟6
+
𝑏
𝑟12
 
(d) 水素結合 
水素結合は、OH や NH 基などの電気的に陽性な水素と電気的に陰性な O, N, ハロゲン
原子の間に働く親和力である。 
X―H + Y→ X―H…Y 
その結合エネルギーは 10～30 kJ/mol であり、van der Waals 力よりも大きくクーロン力
とは同じくらいである。しかし、クーロン力と違って相互作用に方向性があることが特
徴である。また、媒体の極性の影響も受け、誘電率の高い水中では非常に弱くなる。水
素結合は、DNA のらせん構造やタンパク質の分子内、分子間でも働くため、タンパク
質の構造などを理解するうえで重要である。 
各水素結合の気相のおける典型的な結合エンタルピー  
O—H...:N (29 kJ/mol)、 O—H...:O (21 kJ/mol)、 N—H...:N (13 kJ/mol)、 N—H...:O (8 kJ/mol)、  
HO—H...:OH3+ (18 kJ/mol)  
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(e) 金属配位結合 
遷移金属イオンと Base との間に働く結合力である。Base としては、ハロゲンなどの陰
イオン、酸素や窒素原子上の孤立電子対、π電子系などがある。共有結合の一種ともい
えるがイオン性もあり、その結合エネルギーは 100~300kJ/mol と強い相互作用の部類に
入る。また、原子価や方向性が変化しやすく、金属と配位子の組み合わせによって結合
エネルギーの大きさが変わる。タンパク質の中には鉄、銅、亜鉛などの金属イオンを含
むものもあるため、これらの性質や生体内における金属の働きを理解するうえで重要で
ある。 
 
1-3. 分子インプリントポリマー(MIPs) 
1-3-1. 分子インプリンティング 22), 23) 
 分子インプリンティング(Molecular Imprinting; MI 法)とは、標的分子に相補的な相互
作用部位を持つ特異的結合空間をポリマー内に構築する手法であり、得られたポリマー
を分子インプリントポリマー(MIPs)と呼んでいる。Figure 1-2 に示した模式図にあるよ
うに MI 法は主に次の 3 ステップの手順からなっている。まず、標的分子と、それと相
互作用可能な官能基と重合性官能基を併せ持つ機能性モノマーとを共有結合あるいは
非共有結合によって標的分子/機能性モノマー複合体を形成する。次に、その複合体存
在下でコモノマーおよび架橋剤とともに共重合する。最後に、得られたポリマーマトリ
ックスから鋳型分子を切り出すことによって、機能性モノマーの相互作用を示す官能基
が認識部位として配置された結合空間が構築され、分子認識材料 MIPs が完成する。こ
の手法を用いることで、標的分子と相互作用する官能基を特定の場所に配置できる可能
性がある。こうして得られた MIPs の分子認識能は、結合空間の形状に加えて、結合空
間内に残存する機能性モノマー由来の官能基と標的分子との相互作用の種類や特異性
が影響する。ゆえにその官能基の配置だけでなく機能性モノマーの官能基の種類は非常
に重要である。 
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Figure 1-2. Molecular Imprinting の模式図 
 
1-3-2. タンパク質を標的とした MIPs 
タンパク質を標的とした MIPs が世界で初めて報告されたのは 1985 年ころであり、
Mosbachらは 2つの糖部分を持つ糖タンパク質の一つである Transferrin (Mw 90 kDa) を
標的タンパク質として、Figure 1-3 に示した Boronate-silane の機能性モノマーを合成し
てこの糖鎖とのボロン酸エステル形成による複合体存在下にて Dodecyltriethoxysilane、
Phenyltriethoxysilane 、 N-2-Aminoethyl-3-aminopropyltrimethoxysilane 、 お よ び
Bis(2-hydroxyethyl)aminopropyltriethoxysilane を加えて分子インプリンティングを行い、
MIP シリカ粒子を作製した 10)。得られた MIPs 粒子をカラムに充填し、1 mg/mL の各タ
ンパク質溶液(Transferrin、Bovine serum albumin (BSA; 対照タンパク質)のタンパク質の
elusion volume の比(relative retention; Transferrin vs. BSA)を HPLC 測定により算出するこ
とで Transferrin の結合選択性について評価した。作製した MIP 粒子の Transferrin の
relative retention は 2.16 となり、一方で、Transferrin 非存在下で作製した Non-imprinted 
polymers (NIPs)粒子の場合は 1.22 と小さくなった。また、Transferrin 存在下だが
Boronate-silane 非存在下で作製した粒子も NIP と同様に 1.28 と MIP よりも小さくなっ
た。1 mg/mL と検出濃度は高いものの、以上の結果から、NIP のようなランダムに機能
性モノマーが組み込まれたポリマーよりもMI法に
よって機能性モノマーが結合空間内にアレンジさ
れたポリマーの方が標的タンパク質の結合キャパ
シティが向上することがわかった。しかしながら、
BSAは Transferrin の半分量ほど結合しているため、
高選択的な MIPs とは言い難いと考えられる。 Figure 1-3. Structure of Boronate-silane 
O
Si O N
H
O
O OH
B
HO
OH
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さらに、Mosbach たちは 1995 年に、Ribonuclease A (RNase A)を標的タンパク質とし
て、金属配位結合によって形成した複合体を用いてシリカ粒子上に MIP 層を構築した
(Figure 1-4) 12), 13)。この報告では、N,N-Dimethylformamide (DMF)/water の混合溶液中で、
機能性モノマーである N-(4-Vinyl)-benzyl iminodacete と RNase A のヒスチジンのイミダ
ゾール基が Cu2+の金属配位結合を介して複合体を形成し、ビニル基を導入したシリカ粒
子表層近傍で”表面分子インプリンティング"するというアプローチが提案されている。
作製した RNase AのMIPsでは Lysoymeと識別できることが示されたがそのインプリン
ティング効果はそれほど高くなかった。またこの手法では、溶媒に DMF を用いている
ためタンパク質が変性する可能性があるという問題点や、Cu 2+との金属配位結合は強い
相互作用であるものの、表面にヒスチジン残基を有するタンパク質が非特異的に結合す
る可能性が高いといった問題点があることがわかった。 
 
 
Figure 1-4. Molecular imprinting of RNase A or BSA via chlete complex with Cu (II) inos on 
the silica particles. 12) 13) 
 
このような問題点を克服するために、重合溶媒にはタンパク質の変性を招くような有
機溶媒ではなく中性付近の緩衝液を用いるようになった。また、タンパク質と機能性モ
ノマーとの複合体形成には金属イオンとの強い金属配位結合だけではなく水素結合や
静電的相互作用といった弱い相互作用を用いて MIPs を作製する手法が提案されるよう
になり、2000 年代前半からタンパク質の MIPs の研究が盛んになってきた。 
その一例として、Ou らは Lysozyme (Mw:14 kDa, pI: 11.1)を標的タンパク質としてその
表層に存在するリジン残基などの塩基性アミノ酸残基と静電的相互作用を示す
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Methacryl acid (MAA) を機能性モノマーとして緩衝溶液 (pH 7.4)中で形成させた複合
体を用い、AAm をコモノマー、MBAA を架橋剤として共重合させてバルク状の MIPs
ゲルを作製した 14)。リファレンスとして Lysozyme 非存在下で MAA、AAm、MBAA を
共重合させて Non-imprinted polymer (NIP)ゲルを作製した。得られた MIPs ゲルは NIPs
ゲルよりも Lysozyme の結合量が多くなり、結合空間構築による結合親和性の向上に成
功した。しかし、タンパク質の検出濃度域が mg/mL と大きくより低濃度域での検出に
は至っていない。また Lysozyme に対する顕著な結合選択性が見られなかった。この手
法では、単に標的タンパク質とモノマーを混合させて共重合して結合空間を構築するの
で、重合中のタンパク質の分子運動が制御できず、抗体が抗原を認識するような正確な
分子認識能が発揮される結合空間の構築には至っていないことが考えられ、検出感度・
選択性の向上のための手法が求められてきた。 
そのような中、上記のようなタンパク質分子全体をテンプレート分子として結合空間
を構築する戦略とは違って、タンパク質の一部分 (エピトープ)をテンプレート分子と
して使用する戦略が 2000 年に Rachkov と Minoura によって初めて提唱された 24), 25)。こ
の方法では、標的タンパク質の末端鎖と同じ配列を持つ約 3～10 個程度のアミノ酸から
なるペプチド(エピトープ)のようにタンパク質よりもはるかに分子量の小さいテンプ
レート分子を使って重合する。そのため、タンパク質分子全体を用いるよりも重合中の
分子運動は小さくなり、より正確な結合空間を構築しやすいことが期待できる。さらに
Figure 1-5 に示したエピトープインプリンティングのプロセスにあるように、得られた
MIPによる標的タンパク質の認識は抗体のFab部分が抗原の一部を認識するような抗体
―抗原間と同じような結合様式に規定されることが大きな利点である。彼らは手始めと
してタンパク質ではなく oxytocinという 9つのアミノ酸残基からなるペプチドホルモン
を標的分子とし、それの C 末端の 4 つの配列である Tyr-Pro-Leu-Gly amide (YPLG)から
なるテトラペプチドをテンプレートとしてバルク状の MIPs を作製し、この手法の有効
性について検討した。MAA を機能性モノマー、Ethylene glycol dimethacrylate (EGDMA)
を架橋剤として共重合し最終的に 20～45 μm の大きさに砕いて MIPs を合成した。作製
した MIPs は、YPLG はもちろん、YPLG のアミノ酸残基を持つ oxytocin も認識可能で
あることが示され、エピトープインプリンティングによりテンプレート分子よりも大き
な標的分子を結合可能であることがわかった。さらに 2006年には、SheaらはCytochrome 
C を標的タンパク質として、その C 末端の 9 つのアミノ酸からなるペプチドをテンプレ
ート分子として用いている 16)。この報告では、これまで主流であったバルク状ポリマー
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ではなく薄膜状の表面分子インプリントポリマーを作製して、試験管内で Cytochrome C
を選択的に認識可能な MIP 薄膜の構築に成功している。さらに近年では、このエプト
ープインプリンティングを利用してがん細胞などの細胞膜に特異的に発現している膜
たんぱく質の細胞外に露出しているアミノ酸残基に着目し、それと同じような配列を有
するぺプチドをテンプレート分子としたMIPナノ粒子のDrug deliverly sytem (DDS)キャ
リアとしての報告例がある 26)。このように生体外でのタンパク質の認識・検出だけでな
く、DDSキャリアといった生体内でのターゲティングのための分子認識素子としてMIP
が応用されている。 
 
Figure 1-5. Epitope imprinting process. 24), 25) 
 
さらに別の戦略として、結晶化されたタンパク質をテンプレート分子として用いた
MIPs も報告されている。これは、結晶状態のタンパク質をテンプレートにすることで
重合時のタンパク質の分子運動を抑制することや基板上などに自主的に配向すること
が期待できる。当研究室の Matsunaga らの 2006 年の報告では、結晶化 Lysozyme をテン
プレート分子として用いた結晶化タンパク質のMIP薄膜を作製している (Figure 1-6) 27)。
機能性モノマーとして AA、架橋剤として MBAA を用いてスタンプ重合により表面プ
ラズモン共鳴 (SPR)金基板上に MIPs 層を構築している。リファレンスとして結晶化で
ない Lysozyme をテンプレート分子として溶液中で AA と複合体を形成して作製した
MIP に比べて、タンパク質の結合選択性が向上することが示された。これは、結晶化し
た Lysozyme が基板上に自然と配向するため、スタンプ重合の転写の過程で SPR 基板上
により均一で誤認識が抑制された結合空間を構築しやすかったためだと考えられ、結晶
タンパク質を用いた手法の有効性が示された。 
Removal of template 
peptides 
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Figure 1-6. Molecular imprinting by using crystalled proteins.27) 
 
当研究室では 2015年現在までに本博士論文に関係するものを除いて 13件のタンパク
質の MIPs を報告してきた 27)-39)。先に紹介した 2006 年の結晶 Lysozyme を用いた例をは
じめとして、2007 年には Matsunaga たちは、分子インプリンティング時および再結合実
験時における緩衝液中のNaCl濃度に着目しMIPのタンパク質結合選択性に与える影響
について検討した 28)。この研究では、標的タンパク質である Lyozyme と機能性モノマ
ーである AA 間に働く静電的相互作用が緩衝液の誘電率に大きく影響されることに着
目し、重合時の NaCl の濃度(0, 20, 40 mM)と再結合時の NaCl の濃度(0, 20, 40 mM)を変
化させることによって緩衝液中の誘電率と MIP 薄膜のタンパク質結合選択性への影響
について検討している。AA と静電的相互作用により複合体形成しうる塩基性タンパク
質 RNase A や Cytochrome C をリファレンスタンパク質とし、標的タンパク質である
Lysoymeの結合選択性に着目したところ、重合時に40 mM NaCl、再結合時に20 mM NaCl
が存在することで Lysozyme の結合選択性が最もよくなり、NaCl 濃度の調整がタンパク
質結合選択性を向上させるのに重要なファクターであることが示唆された。 
また、Tatemichiらは有機/無機ハイブリット型のMIP薄膜についても報告している 29)。
通常使用される有機化合物モノマーのラジカル重合で形成された結合空間を持つ
hydrogel MIP では標的タンパク質を精密に認識するには構造が柔軟すぎる側面を持つ。
一方で無機化合物はチップ上に粒子や薄膜など様々な形態を構築するのに用いられて
おり、得られたものは安定で固い構造であることが知られている。ただし、作製には高
いエネルギーが必要である場合が多くタンパク質を標的とした MIP 構築には一般的に
は向いていない。そこで本報告では高いエネルギーが必要でない”soft-solution processes”
の一つとして知られる液相析出(LPD)法をMIP薄膜形成に取り入れることにより安定で
固い構造を持ちより精密な認識の達成を目指した。標的タンパク質である Pepsin と
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Poly-L-lysine との複合体存在下において (NH4)2TiF6 と H3BO3 との ligand-exchange 
(hydrolysis)平衡反応によって水溶液中で形成される酸化金属の薄膜を SPR 金基板にデ
ポジットさせて Pepsine を選択的に認識可能な MIP 薄膜の作製に成功してい
る。”soft-solution processes”の一つである so-gel 法では溶液中のどこでもデポジションす
るのに加えて反応制御が難しいが、LPD による薄膜形成は、ligand-exchange (hydrolysis) 
平衡反応によって反応が制御されるために、酸化金属のデポジションによる分子スケー
ルでのステップワイズな被覆が求められるような材料合成において大きな利点である
ことを示唆している。 
 また、Goto たちは、Cytochrome C、RNase A、および α-Lactalbumin を標的タンパク質
として、光開始重合により 3 つの AA (機能性モノマー)ベースの MIPs (MIP(AA-based))
と NIP の計 4 つのポリマーを作製した。これらを用いて Cytochrome C、RNase A、
α-Lactalbumin、Lysozyme、Myogrobin の 5 つのタンパク質に対する吸着特性を調べて、
そのデータを多変量解析の 1 つである主成分分析したところ、きれいに 5 つのタンパク
質 が 3 次 元 空 間 内 で 分 割 さ れ た 30) 。 ま た 、 機 能 性 モ ノ マ ー に
2-Dimethylaminomethylmethacrylate (DMA)を用いても同様の結果が示された。すなわち、
この MIP アレイを用いたタンパク質のパターン分析の結果は、フィンガープリントと
して用いることが可能であることが示され、プロティンチップへの応用の可能性が示唆
された。 
これまで紹介したものはラベルフリーな HPLC や SPR 測定によって MIP に結合した
タンパク質を検出するものであったが、タンパク質の認識挙動を蛍光シグナル変化とし
て読み取ることができる MIPs についても報告している。Suga らは、MIP 構築後に結合
空間に蛍光分子を選択的に導入できるよう片末端に相互作用部位、もう片末端に重合官
能基を持ち、中央部に 2 級アミンあるいはジスルフィド結合を有するようなオリジナル
の機能性モノマーを合成している。そして非共有結合あるいは共有結合的に標的タンパ
ク質と複合体を形成し、イニファーター法により共重合を行って結合空間構築後、カッ
プリング反応やジスルフィド交換反応により蛍光分子を導入するというポストインプ
リンティング手法を提案している。これにより、タンパク質の認識挙動を蛍光シグナル
として読み出すことができ、蛍光分光光度計や蛍光顕微鏡などを用いてタンパク質の結
合挙動の観察が可能となった 31),33)。さらに最近では結合空間のみに蛍光分子を導入する
ためのキャッピング技術についても報告し、蛍光のバックグランドを低減して S/N 比を
あげて高感度化に成功している 35), 36)。また、J. Inoue らは Quantum dots (Q dots)と呼ばれ
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る蛍光発光性粒子を MIP の足場として利用し、表層に LPD 法により RNaseA の結合空
間を構築することでタンパク質の結合情報を Q-dots の蛍光変化として読み出せること
を報告している 32)。 
 機能性モノマーのタンパク質との相互作用は高親和的・高選択的なタンパク質の認識
において重要な要素の一つであると考えられる。そこで Y. Inoue らは、機能性モノマー
のタンパク質と相互作用する官能基の構造的柔軟性が MIP の結合能に与える影響につ
いて研究した 34)。Human serum albumin (HSA)を標的タンパク質として、pH 7.4 で静電的
相互作用を示すアミノ基を持つ機能性モノマーを 2 つ合成している。2 級アミノ基が環
状骨格上に存在し相互作用部位がリジッドな Pyrrolydyl acrylate (C2-monomer)と、鎖状
骨格上に存在する柔軟性の高い Methylaminopropyl acrylate (L2-monomer) を合成し、そ
れぞれを静電的相互作用により HSAと複合体を形成してラジカル重合によりMIP薄膜 
(C2-MIP, L2-MIP)を作製している。約 70％の相同性を示すといわれている BSA との結
合選択性実験では、C2-MIP の方が L2-MIP よりも結合選択性が高くなり、Pyrrolydyl 
acrylate のように環状骨格上に相互作用部位が存在すると分子運動が制限されるためよ
り正確に標的タンパク質を認識できることが示唆され、機能性モノマーの構造について
も検討することの重要性が明らかにされた。 
 このように、タンパク質を標的とした MIPs の戦略は結合選択性・親和性向上のた
めに結合空間の構築方法、機能性モノマー、ポリマー形状、タンパク質検出方法などが
改良されてきた。しかしながら、タンパク質の構造の複雑さ、相互作用部位の多さゆえ
に抗体―抗原のような規定された正確な結合空間の構築が難しいことが依然課題とし
て挙げられている 40)~ 44)。下記にその中で特に本研究で着目した問題点と解決策として
これまでにどのような研究がなされてきたかを示していきたい。 
 
1-4. タンパク質の分子インプリンティングにおける課題に対する戦略 
これまでに主に報告されてきたタンパク質の MI 法では、タンパク質と機能性モノマ
ーとの複合体が重合溶液中をランダムに動きまわりながら複合体の周りが重合されて
結合空間を作製する手法が多かった。そのため、タンパク質の切り出しが不完全である
こと、ポリマー深部に形成された結合空間への再結合速度が遅いことが課題として挙げ
られてきた(Figure 1-7)。また、これまで主に報告されてきたタンパク質の MIPs では、
タンパク質の表層に点在する塩基性および酸性アミノ酸残基に対して静電的相互作用
を示すカルボキシル基、アミノ基などの官能基を有するモノマーを機能性モノマーとし
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て用いて、それらと相互作用させた状態で分子インプリンティングを行い、機能性モノ
マーの官能基が結合空間内に配置されることによってタンパク質の認識空間を構築す
る手法が多かった。しかしながら、このような機能性モノマーとの複合体を化学量論比
的に規定することや、機能性モノマーとの相互作用部位を規定することが難しく、抗体
―抗原間のような規定された認識部位の構築が難しい。ゆえに、重合後に得られた結合
空間の内部に残存する機能性モノマーの配置は結合空間によって異なる場合があり、標
的タンパク質に対して認識能の高い結合空間のみを効率よく構築できず、標的タンパク
質に対する認識能向上には限界があることが懸念されてきた (Figure 1-11)。 
そこで、これらの問題を解決するための手段として下記の 1-4-1．固定化タンパク質
を用いた MIPs、および 1-4-2. 特異的リガンドを用いた MIPs に記載した MIP 作製方法
が提案されてきた。 
 
1-4-1. 固定化タンパク質を用いた MIPs 
この問題を解決する方法の一つとして、固定化タンパク質を用いてポリマー表層に結
合空間を構築する手法が近年発展してきた 45)~59)。これは、タンパク質を基板や粒子な
どのポリマー形成の足場に固定した状態で共重合して分子インプリンティングする手
法である。基板表層に結合空間を構築することでタンパク質の切り出し率および形成し
た結合空間への標的タンパク質の再結合速度の向上により、より親和性の高い認識材料
構築が期待できる。タンパク質の固定化方法として主に、非共有結合によるものと共有
結合によるものの二つに大別される。それぞれに利点、欠点が存在し、標的分子に適し
た固定化方法が検討されてきた。 
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Figure 1-7. One of problems on MIPs for protein detection 
 
(a) 非共有結合によるタンパク質の固定化 45)~49), 58), 59) 
非共有結合の種類として主に基板との疎水性相互作用による物理吸着と静電的相互
作用によるものがある。共有結合型と違ってリンカー分子の合成と導入の手間がないた
めに、様々なタンパク質にすぐに応用できることが利点としてあげられる。 
たとえば、Lin らは Figure 1-8 に示したように標的タンパク質を疎水性相互作用によ
り物理的に固定した基板を別の基板でサンドイッチした状態で重合し、その後タンパク
質を固定した基板を物理的に剥がし取ることによってもう一方の基板上に結合空間を
構築した 45)。簡便にポリマー表層に結合空間を構築できるが、物理吸着させる時にタン
パク質の凝集や変性などが起こることや、基板をはがし取ることによってポリマー表面
が不均一になり正確な結合空間を構築するのが難しいことが欠点として挙げられる。一
方で、Hayden たちは赤血球 (Φ= 10 μm 程度)を標的分子としてスライドガラスに単一層
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になるよう物理吸着させて QCM チップを被せて赤血球をサンドイッチし、
4,4’-Diisocyanatodiphenylmethane、Bisphenol A、Phloroglucinol からなる Polyurethane によ
る MIP 層を soft-lithography 法により QCM チップ上に構築した。AFM 画像から QCM チ
ップ上に Φ= 10 μm のくぼみが均一に並んでいることが確認され、血液型の異なる赤血
球を識別することに成功している 47)。この手法は比較的大きいサイズの標的分子の MIP
構築に有効な手段といえる。 
 
 
Figure 1-8. Molecular imprinting with immobilized proteins via hydrophobic interaction 45) 
 
また、静電的相互作用を用いた例では、標的タンパク質の表層に存在する塩基性アミ
ノ酸残基（主にリジン残基）や酸性アミノ酸残基（主にアスパラギン酸やグルタミン酸）
と静電的相互作用を示す官能基(カルボキシル基やアミノ基)をポリマー形成の足場表
面にまんべんなく露出させて、標的タンパク質を静電的相互作用により集積させる方法
が提案されている。タンパク質の等電点 (pI 値)を考慮して表面に露出する官能基を選
択し、中性 pH 環境下で重合することによって足場表面にタンパク質を集積させた状態
で分子インプリンティングすることが可能である。Fu らは Figure 1-9 に示したように塩
基性タンパク質である Lysozyme (Mw: 14 kDa, pI: 11.1)を標的タンパク質とし、カルボキ
シル基を導入したシリカ粒子上に、Lysozyme をその表面に存在するリジン残基のアミ
ノ基との静電的相互作用を利用して集積させた状態で重合することにより MIP シェル
層を構築した 48)。固定せずに MAA と Lysozyme との複合体を形成して重合して得た
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MIPs よりも Lysozyme の結合量や結合選択性が向上することがわかり、この手法による
タンパク質固定化 MIPs の有用性が示された。比較的簡単にタンパク質を固定すること
ができるが、MIP シェルの膜厚と認識能に関する考察がなく、また 7 mg のポリマーに
対してタンパク質吸着実験の濃度が 0.4 mg/mL と高濃度での吸着挙動しか検討してお
らず、臨床診断などで使用高感度(nM や pM オーダー)を達成できていない 48), 49)。 
 
Figure 1-9. Molecular imprinting with immobilized proteins via electrostatic interaction. 48), 49) 
 
以上のように、非共有結合的な固定化方法の利点としては固定化するためのテンプレ
ート分子の合成をする必要がなく比較的簡便に固定することが出来る点が挙げられる。
その一方で、その相互作用は平衡状態にあるため、重合中に結合の弱いものは剥れてい
ってしまうという問題点も併せ持つ。 
 
(b) 共有結合的によるタンパク質の固定化による MIPs の作製 50)~57) 
非共有結合法に対して確実にタンパク質を固定できる点で有利であるといえる。その
方法としては下記の Table 1-1 に示したように、タンパク質の表層に存在するリジン
(-NH2)、フリーのシステイン(-SH)、アスパラギン酸・グルタミン酸(-COOH)、セリン・
トレオニン(-OH)と反応する官能基を持つリンカーを介して足場に固定する手法がある。
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例えば 2008 年に Tan らによって報告された例では、中間にシッフ塩基を末端にアルデ
ヒド基を有するリンカー分子を粒子に導入し、標的タンパク質である Bovine serum 
albmine (BSA) の表層に存在するリジン残基のアミノ基とのアミド形成により化学的に
BSA を固定し、分子インプリンティングを行って MIP 粒子を作製した (Figure 1-10)52)。
タンパク質の除去は NaOH aq という厳しい条件で行う必要があるが、BSA を化学結合
させないで作製した MIP 粒子と比べてインプリント効果(MIP の結合量/NIP の結合量)
が 0.94 から 6.51 と約 7 倍大きいことが示された。このような固定化方法の場合、固定
に使われるリジン残基の場所が規定できないことや、アミド形成によりアミノ基が減少
するため、タンパク質の表面電荷のバランスが崩れてしまうことが問題としてあげられ
る。 
また、2013 年に Gao らは、フェニルボロン酸を表層に有する粒子(φ=200 nm 程度)
に糖たんぱく質のシスジオール部位とのボロン酸エステル形成により卵白由来のオブ
アルブミンを固定してNIPAmをベースとした pH, 熱応答性のMIP粒子を報告している
57)。ボロン酸エステルは酸性 pH で切断され、塩基性 pH にすることで再形成される可
逆結合結合であることが知られており、本手法で作製した MIP は pH 8.5 付近でオブア
ルブミンの結合量が最大になることがわかり、pH 応答的認識能を有することがわかっ
た。また温度によって MIP シェル層の膜厚が変化し、30℃でシェル膜厚が約 30 nm の
時が最もオブアルブミンの結合量が大きくなった。さらに、オブアルブミンの糖鎖部位
が決められた場所に存在するため、ボロン酸エステル形成による固定化ではある程度タ
ンパク質の向きが規定される。さらに、認識空間の構築により、同じように糖鎖を有す
る別のタンパク質は認識せず、オブアルブミンに対する選択的結合を達成することがわ
かったことから、本手法が選択的結合能を有する MIP 作製に有効であることが示され
た。しかしながら結合実験におけるタンパク質の濃度が 0.4 mg/mL と高濃度域であるこ
とから臨床診断などの場で用いるにはあと 5～6 桁ほど低濃度域 (ng/mL オーダー)での
検出が求められる。 
以上のように、共有結合的によるタンパク質の固定化法では非共有結合法に対して確
実にタンパク質を固定できる点で有利であると言えるが、タンパク質の種類に合わせて
結合させたいアミノ酸残基を選択し、それと化学結合可能な官能基および基板などの足
場に結合可能な官能基をもう片末端に持つようなリンカーを設計し合成する煩雑さが
ある。また、リンカー導入時やタンパク質固定化時に化学反応させるためにタンパク質
が変性することも危惧されている。 
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Table 1-1.タンパク質の表層に存在するアミノ酸残基へのリンカー導入反応方法の例 
タンパク質のアミノ酸残基 リンカーの片末端の官能基 反応の種類 
リジン(-NH2) -COOH, -NHS 
Epoxy 
Aldehyde 
Coupling reaction 
 
 
フリーのシステイン(-SH) Maleimide 
Vinyl sulfone  
Pyridyil disulfide 
Michael addition reaction 
Michael addition reaction 
Disulfide exchange reaction 
アスパラギン酸・グルタミ
ン酸(-COOH) 
-NH2 Coupling reaction 
セリン・トレオニン(-OH) Epoxy  
 
Figure 1-10. Molecular imprinting of immobilized proteins on the particle surface baring 
amino groups by imine formation reaction. 52)  
 
このような固定化タンパク質を用いた MIPs の作製手法によって結合空間がポリマー
の表層に構築されやすくなり、固定化タンパク質を用いていない MIPs よりも結合親和
性・結合選択性が向上することが示されてきた。しかしながら、本手法において MIP
層の膜厚がタンパク質の認識能に大きく影響すると考えられるがそれに関する詳細な
検討はなされていない。また、結合濃度が μg/mL～mg/mL と高く、微量なタンパク質濃
度の変化を検出できるまでには至っていない。さらに、機能性モノマーとして、タンパ
ク質の表面に点在するアミノ酸残基と相互作用しうるメタクリル酸などを使用してい
る例が多いため、結合サイト自体の標的タンパク質への特異性は高くなく、選択性の向
上には限界があった。 
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1-4-2. 特異的リガンドを相互作用部位として導入した MIPs 
これまで主に報告されてきたタンパク質の MIPs では、タンパク質の表層に点在する
塩基性および酸性アミノ酸残基に対して静電的相互作用を示すカルボキシル基、アミノ
基などの官能基を有するモノマーを機能性モノマーとして用いることが多かった。そし
てそれらと相互作用させた状態で分子インプリンティングを行い、機能性モノマーの官
能基が結合空間内に配置することによってタンパク質の認識空間を構築する手法が主
流であった。しかしながら、このような機能性モノマーとの複合体を化学量論比的に規
定することや、機能性モノマーとの相互作用部位を規定することが難しく、抗体―抗原
間のような規定された認識部位の構築が難しかった。ゆえに、重合後に得られた結合空
間の内部に残存する機能性モノマーの配置は結合空間によって異なる場合がある。その
ため、標的タンパク質に対して認識能の高い結合空間のみを効率よく構築できず、標的
タンパク質に対する認識能向上には限界があることが懸念されてきた (Figure 1-11)。 
この問題を解決する一つの方法として、生体内の特異的な分子認識の一つであるリガ
ンド―タンパク質間相互作用を利用することが注目されてきている 60)~62)。一般的な機
能性モノマーの相互作用部位はカルボキル基のみやアミノ基のみといったように一つ
のモノマーに一つの相互作用部位しか持たない。一方、リガンド分子の中には一つの分
子中にいくつもの相互作用部位を持ち、かつそれらが標的タンパク質の結合ドメインと
相補的であることが最大の特徴である。ゆえに、標的タンパク質との相互作用部位が規
定しやすく、特異性の高い認識空間の構築が見込めると考えられる。つまり、標的タン
パク質に対して特異的なリガンドを結合サイトとして結合空間に導入することによっ
てより選択的に標的タンパク質を認識できる材料が構築できる可能性がある。下記に、
リガンド―タンパク質間の相互作用についてその特異性についてまとめてこれを用い
た MIPs の先行研究を紹介する。 
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Figure 1-11. Comparison of interaction between target proteins and functional monomers or 
specific ligands 
 
リガンド―タンパク質間特異的相互作用を用いた MIPs 
タンパク質が多種多様な小分子、核酸あるいは他のタンパク質といったリガンド分子
を識別して特異的に結合できるのは、リガンド分子が結合する際にタンパク質の結合ド
メインを構成するアミノ酸残基の立体配置が少し変化して割れ目を作るといった能力
が極めて高いことに由来する 63)。そしてその割れ目の近くに存在するアミノ酸残基の種
類が豊富であるため、そのリガンド分子と新たに水素結合、静電的相互作用による結合、
van der Walls 力による結合を作ることが出来、特異的な認識が可能となる。このように
形成したリガンド―タンパク質間の結合は、結晶構造解析によりその部位と方向性が定
まっていることがわかっている。ゆえに、リガンドを相互作用部位として認識空間に導
入することでタンパク質の結合の方向性を規定することが出来る。そしていずれの結合
空間においても相互作用部位が化学量論的に定まることから、標的タンパク質に対して
結合特異性の高い認識ナノ空間が多く構築でき、認識能の高い MIPs を作製できる可能
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性がある。実際に、Haupt らは 2009 年に、タンパク質の消化酵素である Trypsin (Mw: 24 
kDa, pI: 10.5)を標的タンパク質として選択し、その Asp 189 に特異的に結合する低分子
阻害剤である Benzamidine をリガンド分子として選択し、Benzaminidne を有する機能性
モノマーを合成し、Trypsin と緩衝溶液中で化学量論比が 1:1 (mol 比)で相互作用させて
複合体を形成してアクリルアミドベースのMIPsマイクロゲルを作製した(Figure 1-12)60)。
リファレンスとしてBenzaminidneモノマーを用いずに作製したMIPsゲルのインプリン
ト効果(MIP の結合量/NIP の結合量)はほぼみらなかったのに対して、Benziamindine モノ
マー存在下で作製した MIP ゲルのインプリント効果は 2 倍以上になった。また、他の
タンパク質については MIP、NIP ともに結合量に差はなかった。以上のことから結合空
間内で Benzamindine がリガンド―タンパク質間の特異的相互作用点として働いて
trypsin を認識することが分かった。さらに、in vitro 実験において Trypsin の酵素活性阻
害剤として機能することがわかり、阻害能実験における Trypsin の MIP ゲルに対する解
離定数が benzamidine (18.9 μM)よりも 3 order も向上し 79 nM となることが示された。
以上のことから、リガンドを相互作用部位として結合空間に導入することにより標的タ
ンパク質への結合親和性も向上し選択的に結合可能な MIPs の作製が可能であることが
示唆された。 
 
Figure 1-12. Micro-size MIPs prepeared by using ligand-protein specific interaction during 
polymerization.60) 
 
さらに、Dechtriat らは 2014 年に、Mannose を固定した金基板上に膜厚が制御された
Concanavalin A (ConA) の MIP 薄膜をスコポレチンの電解重合により作製している
(Figure 1-13)62)。単に Mannose を固定化した基板に比べて MIP では ConA の解離定数が
KD= 1.43 μM から 72 nM へと飛躍的に向上した。さらには Mannnose 結合部位を 2 か所
持つ Lentilは単にMannoseを固定化した基板へは ConAの半分量くらい結合していたの
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にもかかわらず、MIP 薄膜に対しては大幅に結合量が減少し、認識空間構築により ConA
の結合選択性が向上することを報告している。以上のことから、固定化リガンドが特異
的認識部位として機能し、かつ分子インプリンティングによる結合空間の構築の相乗効
果により、結合親和性および結合選択性の向上が示され、リガンドを用いた MIP の有
効性が示されている。その一方で、Letil 以外の BSA などのタンパク質の結合量は
Mannose 固定化基板によりも MIP 基板の方が大きくなっていることから、非特異的吸
着が抑制可能なポリマーマトリックスに関する検討も必要であることがいえる。 
 
Figure 1-13. MIP thin films prepeared by using Mannose-ConA specific interaction for highly 
sensitive detection of ConA.62) 
 
以上紹介してきたリガンド―タンパク質間相互作用は非共有結合的相互作用による
もので、一時的あるいは長期的な複合体を形成する 1), 2), 64), 65)。その解離定数はリガンド
―タンパク質の組み合わせや生体内における複合体形成の目的によって異なっており、
KD= 10 mM から KD= 10-16 M と多岐に渡っている。また、リガンド分子の中には Mannose
のように ConA、Lentil のように複数の Mannose 結合型タンパク質と相互作用するもの
も存在し、そのような場合、リガンド分子を固定するだけでは高い結合選択性が得られ
ない。しかしながら、リガンド分子を有するタンパク質の大きさに合わせた結合空間を
構築することによって、リガンド―タンパク質間特異的相互作用と分子インプリンティ
ングによる結合空間構築の相乗効果による高選択性を達成でき、本来のリガンド―タン
パク質間の結合能を上回る高結合親和性・選択性を示すタンパク質認識人工材料の作製
が見込める 66), 67)。 
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1-5．制御/リビングラジカル重合を用いた認識ナノ空間構築 
以上の知見から、固定化タンパク質を用いた分子インプリンティング、および、特異
的リガンドを相互作用部位として導入した認識空間の構築によって、認識能の高いタン
パク質検出材料を得られる可能性があることがわかってきた。そのポリマー材料の作製
時の重合方法としてこれまでは主にフリーラジカル重合を用いたものが多かった。しか
しながら、フリーラジカル重合では重合初期から副反応である停止反応や連鎖移動反応
が併発することから分子量分布に偏りのあるポリマー鎖が生成し、作製した架橋構造が
不均一であることが懸念されている。それに対して制御/リビングラジカル重合では、
上記副反応の併発が少なく比較的分子量の揃ったポリマー鎖が得られ、また架橋剤存在
下における重合によって得られた架橋構造体の架橋密度が均一であることが示されて
いる 68), 69)。ゆえに、MIP 作製時に制御/リビングラジカル重合法を取り入れることによ
って架橋密度が均一になり、かつ表面開始グラフト重合法にすることで膜厚が制御可能
になるために、抗体のように形状が均一な結合空間を構築できる可能性がある。制御/
リビングラジカル重合にはニトロキシドを介した重合 (NMP)、原子移動ラジカル重合
(ATRP) 70)~ 76)、可逆的付加開裂連鎖移動(RAFT)重合が主に存在し、これらを用いて作製
したタンパク質を標的分子した MIP s は 2010 年ころに始まり、2015 年 6 月現在におい
て本博士論文を構成する論文を除くと 8 件報告されている 38), 77)~83)。 
その一例として、まず ATRP を用いた MIP について紹介する。Zhang らは 2013 年に、
前出の Trypsin を標的タンパク質としてその低分子阻害剤である Benzamidine を有する
マイクロサイズの MIP ゲルを表面開始 ATRP により作製している(Figure 1-14)80)。彼ら
はまずエポキシ基を持つ Glycidyl methacrylate と Ethylene dimethacrylate を用いて ATRP
を行って ATRP 開始基とエポキシ基ができるだけ表層に存在するようなマイクロサイ
ズのコア粒子を作製した。そこへ p-aminobenzamidine をエポキシ基との化学結合により
固定し、リガンドおよび ATRP 開始基をもつ粒径 1 μm ほどの粒子を作製している。そ
こへ  Trypsin を相互作用させた状態で AAm あるいは 2-Hydroxyethyl methacrylate 
(HEMA)をコモノマーとし、MBAA を架橋剤としてナノメートルサイズの MIP シェル層
を構築した。重合時間により MIP シェル層の膜厚が動的光散乱 (DLS)測定により直線
的に増加していることがわかり、シェル層の膜厚が小さすぎたり(約 2.5 nm)大きすぎた
り(約 20 nm)すると Trypsin に対する結合量が減少し約 6 nmのMIP シェルを持つ粒子に
対して最も結合量が大きくなることが示されており、膜厚と認識能に関する検討の重要
性が示されている。また、Haupt らによって 2009 年に報告された Trypsin の酵素活性阻
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害実験における解離定数が 79 nMであったのに対して本手法によりAAmをコモノマー
として用いて作製した MIP は 18.6 nM とより低濃度域においても酵素活性阻害能を示
すことが明らかとなっている 60)。一方で Trypsin との単純な結合定数は AAm をコモノ
マーとして用いて作製した MIP ゲルの場合では 2.16×106 M-1である。固定化タンパク
質および同表面上からの表面開始 ATRP による結合空間構築により Trypsin の酵素活性
阻害剤としては高機能性を示しているが、標的タンパク質との結合は nM や pM の濃度
域における高感度検出には至っていない。またリガンドを結合させるエポキシ基が必ず
しもコア粒子の最表面に配向して存在するわけではないため、均一な結合空間が表層に
構築できているとは言い難い。 
 
Figure 1-14. Moleuclar imprinting of trypsin using benziamidine as a specific ligand prepeared 
by surface-initiated ATRP.80) 
 
また、当研究室においても RNase Aを標的タンパク質として、AAを機能性モノマー、
AAm をコモノマー、MBAA を架橋剤として基板表面開始 AGET ATRP による MIP 薄膜
(MIP-ATRP)を報告している 38)。対象にフリーラジカル重合によって RNase A の MIP 薄
膜(MIP-RP)も作製している。SPR 測定により、MIP-ATRP の方が MIP-RP よりも RNaseA
の結合量が大きくなることがわかり、タンパク質結合選択性(references: Cytchrome C, 
Myoglobin α-lactalbumin)は MIP-RP では見られなかったのに対して、MIP-ATRP では膜
厚を約 30 nmに最適化することによってRNaseAを選択的に結合することが示されてい
る。他にも 6 件の ATRP によるタンパク質の MIPs の報告例があり、MIP 作製において
ATRP を用いることでより結合親和性、選択性の高い結合空間が精密に構築できる可能
性が示されてきた。 
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次に RAFT 重合を適用した例について紹介する。Zhang らは 2014 年に、Lysozyme を
標的タンパク質として、RAFT 剤を導入したシリカナノ粒子上に Lysozyme を物理吸着
により固定し、プレポリマー溶液に開始剤である過硫酸アンモニウムを入れて MAA を
機能性モノマーとして HEMA 過剰量のもと MBAA を架橋剤として RAFT 重合により
MIP シェル層がナノメートルオーダーで直径が約数 μm の MIP マイクロゲルを作製し
ている 82)。リファレンスとしてフリーラジカル重合によって作製したほぼ同じ粒径の
MIP ゲルと Lysozyme (0.4 mg/mL) の結合能について比較すると、RAFT 重合で作製した
MIP の方が結合量も多くまた選択性も高くなったことから、RAFT 剤を導入した粒子を
用いた MIP ゲル作製方法の有効性が示されいる。さらに RAFT 重合で作製した MIP マ
イクロゲルは実サンプル(100倍希釈の卵白溶液)中においてもLysozymeを選択的に結合
可能であることが示されている。しかしながら、タンパク質吸着実験を行っている濃度
域が 0.4 mg/mL と高濃度域であるため、さらなる高感度検出が求められるバイオマーカ
ータンパク質を標的タンパク質として本手法をこのまま適用することができない。 
 
Figure 1-15. Molecular imprinting of Lysozyme prepared by RAFT polymerization.82) 
 
このように、制御/リビングラジカル重合をタンパク質の MIP 構築に利用することに
よってナノメートルオーダーで MIP 層の架橋密度や膜厚コントロールすることができ
ることから、これまで主流であったフリーラジカル重合よりも認識能の高いタンパク質
認識材料が得られることが示されており、今後さらなる発展が期待できる研究領域であ
ると考えられる。 
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1-6. 本研究で用いた標的タンパク質とその特異的リガンドについて 
1-6-1. 標的タンパク質： C-reactive protein (CRP), 特異的リガンド：
phosphorylcholine基 
C-reactive protein (C 反応性タンパク質；CRP) は一つのサブユニット(23 kDa)が非共有
結合的な相互作用でホモペンタマー構造を形成しており、分子量は 115 kDa である。急
性的な組織障害、感染症、炎症性疾患に応答して血中 CRP 値が急激に上昇することか
ら、急性タンパク質として知られており、その検出閾値は 0.3 μg/mL である 84)~ 90)。この
ような急性疾患だけでなく近年では、血中 CRP 値の微量増加が狭心症や心筋梗塞とい
った心疾患を引き起こす要因として注目され始めている 90)- 93)。つまり、0.3 μg/mL 以下
で高感度に血清中の CRP を測定できれば、慢性炎症や動脈硬化症のリスクを予見可能
である。このように CRP は数 ng/mL~ 数十 μg/mL と幅広い範囲での検出が求められて
いる。この CRP の特異的リガンドは phosphorylcholine 基であり、Figure 1-16 に示した
相互作用の様式から、5 つのサブユニットそれぞれに一つずつ結合することがわかる。
CRP と phosphorylcholine 基間の相互作用は主に二つあり、もともと CRP に結合してい
る Ca2+ イオンに対して phosphorylcholine 基のリン酸の酸素原子 2 つが結合し、さらに
4 級アンモニウムとグルタミン酸(Glu81)との間に静電相互作用が働いている。この二つ
の相互作用により方向性をもって結合している。そして、その解離定数 KDは 6×10-5 M
であることがわかっている 84)~ 89)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1-16. Interaction between CRP and phosphorylcholine group with Ca2+ ions 
 
 
Phosphorylcholine group 
O
P
O
N
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1-6-2. 標的タンパク質：Gluthatione-s-transferase π (GST-π), 特異的リガンド： 
Glutathione (GSH) 
Gluthatione-s-transferase (GST)は哺乳類と微生物で見られる細胞質起源の多様なタン
パク質であり、毒物や薬物、生理活性物質などに抗酸化物質の一つである Glutathione
を付加する反応を触媒する酵素である。この反応はグルタチオン抱合と呼ばれ、解毒、
代謝、酸化ストレス応答やシグナル伝達などに深く関与していることが知られている 94)。
さらに、GST は細胞内局在によって細胞機能をコントロールしていることも分かって
きており、バイオマーカーとしてだけでなく細胞内イメージングの必要性も叫ばれてい
る。GST は等電点の違いによって大きく 3 つのファミリー(α(basic)、μ(near-neutral)、
π(acidic))に大別される 95)- 98)。それぞれ、17~28 kDa のサブユニットからなるホモダイマ
ーあるいはヘテロダイマーとして存在しており、各サブユニットには疎水性物質（たと
えば毒物）が非特異的に結合する H-site と Glutathione (GSH)が特異的に結合する G-site
の二つの binding pockets を有する 100)-103)。今回着目したのはより特異的な結合をする
GSH とのリガンド―タンパク質間相互作用である。組替えタンパク質生産においては
この相互作用を利用して、目的のタンパク質に GST を"タグ"付けし、GSH を固定化し
たアガロースビーズを使って GST をタグ付したタンパク質を精製することにも利用さ
れている。また、本研究では 3 種類のファミリーの中で GST-πを標的タンパク質とし
て選択した。GST-π は肝臓を除く殆どの臓器および表皮の上層でも発現している等電点
4.7 の 46kDa のホモダイマーである。発がん性化合物や毒性化合物に対抗する役割を示
しており、全ての新生組織（胎児および悪性新生物）中、および術後の増悪症例や、白
血病などの血液疾患においても血清レベルが高くなると言われているバイオマーカー
である 99)。GST-π はホモダイマーであるため、下記の Figure 1-17 に示したように 2 つ
の GSH が相互作用する。相互作用に関与しているアミノ酸配列は、(Ser A65, Arg A13, 
Asp B98, Gln A64, Leu A52, TrpA38)であり、主に水素結合、静電的相互作用により GST-π
と相互作用していることがわかる 100)~ 102)。 
H-site に結合しうる化合物が存在しない場合の GST-π と GSH との結合様式は下記の
ように二つ考えられる。一つは、二つの GSH が同時に結合する Hill model であり、も
う一つは２つの GSH が１つずつ次々に結合する Adair model である。 
この相互作用の結合定数 K, K1, K2は、温度の影響を受け 25℃で K= 7.7×103 M-1, K1, = 
104 M-1, K2= 5.5×103 M-1であることが分かっている(in 100 mM potassium phosphate buffer 
pH 6.5) 100)-102)。以上から、GSH のシステインの SH 基は GST-π との相互作用には関与し
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ていないと考えられる。 
 
GST π + 2GSH ↔  GST π − 2GSH           (Hill model) 
 
GST π + GSH ↔  GST π − GSH + GSH ↔  GST π − GSH2  (Adair model) 
 
H-site に結合しうる化合物(ex. 1-Chloro-2,4-dinitrobenzene; XR)が存在すると、XR は
H-site に、GSH は G-site にそれぞれがほぼ同時に GST-πに結合し XR、GST-π、GSH
からなる複合体(XR―GST-π―GSH) が形成される。これは可逆的な結合である。この
時、二つ目の GST-πが残っている G-site に結合することもある。続いて GST-πの酵素
作用により、GSH の XR 解毒作用を触媒しそれが終了すると GST-π、GSR、HX が最
終生成物として得られる。どの結合定数 K も XR 非存在下の場合と同じである。 
・1 分子 GSH が結合する場合 
 
GST π + XR + GSH   ↔    XR − GST π − GSH   →    GST π + GSR + HX 
 
・2 分子の GSH が結合する場合 
 
GST π + XR + GSH   ↔    XR − GST π − GSH  + GSH    ↔    XR − GST π − GSH2  
 
→    GST π + GSR + HX 
 
本研究では、この SH 基を介して基板上にマレイミド基とのマイケル付加反応で GSH
を固定する。そこへ GST-π を相互作用させることでタンパク質固定化基板ができると考
えた。分子インプリンティング後に結合空間内でこの固定した GSH が GST-π の特異的
結合サイトとして働くことが期待できる。 
 
 
K 
K1 K2 
K 
K1 K2 
Vmax 
Vmax 
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GSH (グルタミン酸、システイン、グリシンからな
るトリペプチド)  
Figure 1-17. Interaction between GST-π and GSH 
 
 
1-6-3. 標的タンパク質：Vascular endothelial growth factor (VEGF), 特異的リガ
ンド：Heparin 
血管内皮細胞増殖因子(Vascular endothelial growth factor, VEGF) は、血管新生やリンパ
管新生、胚形成期の脈管形成に関与する糖タンパク質のサイトカインであり、血管新生
を伴う様々な疾患に関与するタンパク質である。例えば、悪性腫瘍組織や細胞では低酸
素状態になると悪性腫瘍組織内あるいは血中の VEGF 値が増加し、血管内皮細胞膜上に
存在する受容体VEGFR (VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3)に結合することで細胞増殖のシ
グナルが核へ伝達される 104)。悪性腫瘍などでは VEGF が異常に増加することから血管
新生が通常の細胞より促進されるためがん細胞の増殖は速い。以上のことからがん細胞
内に分泌される VEGF 値や血液中の VEGF 値をモニタリングすることでがんの増殖進
行状況を診断することが出来る。特に、血清・血漿中の VEGF 値のモニタリングは手術
などの治療の予後診断としてよく行われている 105), 106)。 
   正常値：数十 pg/mL~百数十 pg/mL 
   異常値：数百 pg/mL 程度 (疾患、新生血管の程度にも依存) 
 一方で、VEGF は狭心症患者に投与することによってその血管新生作用により心筋の
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機能改善を図るといった薬剤としての働きも担う 107)。また、細胞シートなどを用いた
心筋再生療法にもおいても、細胞シートからの VEGF の分泌量と心筋の再生治療効果の
因果関係などを評価する上で、VEGF の分泌量の計測が不可欠である 108)。また、VEGF
には全部で 7 個の isoform (VEGF-A, B, C, E, and F, and PLGF)が存在する。これは結合す
る受容体(VEGR-1, 2, 3 など)や発現個所の違い、および後に詳細に説明する Heparin 
binding domain (HBD)の有無によって大別される (Figure 1-18)。中でも、本研究で標的
タンパク質として選択している VEGF A は最初に発見され、がん細胞の増殖に最も寄与
しているといわれている。 
 
Figure 1-18. VEGF isoforms  
 
Heparin は、アンチトロンビン III (AT III)に結合することで AT III の構造の一部が変化
して活性化し、血液凝固カスケード中のトロンビン、第 Xa 因子をはじめとした他のセ
リンプロテアーゼに作用してフィブリンの生成を阻害して血液を固まりにくくしてい
る(Figure 1-19)。このような機能に基づく抗凝血剤として Heparin は広く使われている。 
 
Figure 1-19. 血液凝固カスケード 109) 
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Heparin の構造は Figure 1-20 (a)に示したように、L-iduronic acid (IdoA)と D-glucuronic 
acid (GlcA)とが 1→4 グリコシド結合により形成した二糖が基準ユニットである 110)。
Major unit は、IdoA の C2 に O-sulfo 基が付加した 2-O-sulfo-L-iduronic acid (IdoA2S)と
GlcA の C2 に NH-sulfo 基と C2 に O-sulfo 基が付加した Glycosaminoglycan (GlcNS6S)と
が 1→4グリコシド結合したDisaccharideであり、Minor chainは、IdoAと、GlcA or GlcNAc 
or GlcNS との Disaccharide から成る。また、Figure 1-20 (b)のように Helix 構造をとって
いる。それぞれの 4 位が還元性のない末端であり、1 位には還元性を持つという特徴を
持つ。また、一つの Disaccharide unit に 2～3 つ存在する硫酸基とカルボキシル基が
Heparin 骨格中の決まった位置に陳列されその配列の違いによって、VEGF だけでなく
多様なタンパク質と特異的に相互作用することが知られている。 
Heparin と VEGF との相互作用は、主に Heparin 中の豊富な硫酸基やカルボキシル基
と、VEGF の C 末端部分に存在するリジンとアルギニンからなる HBD のアミノ基との
静電的相互作用であると言われている 111)。Figure 1-21 (a)に HBD を示した(VEGF165のも
の)。静電ポテンシャルによる着色した右図を見ると、青色で示された塩基性残基の
Lys30, Arg35, Arg39, Arg46 および Lys52 が HBD のメインの残基であり、Heparin の硫酸
基とカルボニル基との間で静電的相互作用を示す。またこれ以外にも明確に定義されて
いないが、Arg54 や Arg55 も相互作用に関与していると考えられる。また、N 末端側の
ループ構造部分のArg13, Arg14およびLys15も関与している可能性が高いとされている。
推定上のHBDの大きさはFigure 1-20 (b)に示したDissachride unitの数が3つ分のHeparin
と同じであると考えられている。 
VEGF の N末端側には VEGFRと相互作用する receptor binding domain (10~108 残基程
度)を持つ(Figure 1-21 (b))。Heparin が VEGF の HBD に結合することで VEGFR への結合
が阻害され、細胞増殖のシグナル伝達が行われずがん細胞の増殖を抑制するという報告
例もあり、Heparin-VEGF 相互作用を利用した MIPs 材料を作製することによって VEGF
の検出だけでなく実際の治療薬として用いることが出来る可能性がると考えられる。 
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(a) Chemical structure of heparin        (b) 3D structure of heparin (PDB: 1hpn) 
 
 
 
 
Figure 1-20. Structure of heparin 
 
 
 
 
 
 
 
(a) Heparin binding domain (PDB: 2vgh) 
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(b) Receptor binding domain (PDB: 1vpf) 
 
Figure 1-21. The Structures of heparin binding domain (a) and receptor binding domain (b) of 
VEGF and the structure of heparin (hexsaccharide) 
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1-7. 本研究の目的と意義 
タンパク質を標的とした MIPs を含むタンパク質認識ポリマー材料は使用目的に合わ
せて形状(バルク状、ナノ粒子、薄膜状など)や機能(認識能のコントロールなど)を設計
し合成できるといったテラーメイド性の高さが最大の利点であり、研究が盛んである。
標的タンパク質を特異的に認識可能なポリマー材料を構築するためには抗体―抗原の
ように相補的な認識ナノ空間の構築が重要であり、MI 法はポリマー内にそのような空
間を構築する手法の一つとして注目されている。しかしながら低分子とは違って分子の
サイズが大きいことや相互作用可能な官能基が多く化学量論的に相互作用部位が規定
できないこと、水溶液中でランダムに動くためにポリマーマトリックスの中に結合空間
が埋没することなどの理由から、タンパク質に対して結合能の高い均一な認識ナノ空間
を精密に構築することが難しく、これらを克服したタンパク質認識空間構築方法の開発
が必要とされてきた。その一つとして標的タンパク質を基板などの MIP 層を構築する
足場に固定した状態で分子インプリンティングする手法は、ポリマーマトリックス中に
埋没する結合空間の個数を減らし、ポリマー表面に結合空間を構築することでタンパク
質の結合空間へのアクセシビリティを向上させる有効な手法であることがわかってき
た。特に、タンパク質を部位特異的に固定化することでタンパク質が基板などの足場に
配向するためより均一な結合空間が構築されている。 
一方、標的タンパク質に対して特異的なリガンドを結合部位としてポリマー材料内に
導入することにより相互作用部位が特定でき、また化学量論的に結合様式が規定できる
ため、標的タンパク質に対する特異性が向上することが報告されている。さらに、重合
法としてフリーラジカル重合ではなく表面開始制御/リビングラジカル重合を取り入れ
ることによって結合空間構築の際にポリマー鎖、架橋密度が均一になりまた膜厚も制御
可能なポリマー層が合成可能となり、より精密な MIP の合成の可能性が見出されてい
る。しかしながら、以上の要素が考慮された精密なポリマー設計および結合空間構築に
関する報告例は 1 例しかない 80)。また、検出感度も臨床診断等に応用するには μM オー
ダーと不十分であるものが多く、また標的タンパク質の種類も限られている。 
そこで本研究では、CRP、GST-π、VEGF165 の 3 種類のバイオマーカータンパク質に
着目し、それぞれの特異的リガンドを認識部位とした結合空間を表層に有するポリマー
薄膜を創製し、作製したポリマーマトリックスとタンパク質の認識能に関してモノマー
種や重合時間などに着目して検討し、標的タンパク質を高感度に検出できるようなタン
パク質認識材料の開発を目指す。標的タンパク質に対して特異的なリガンドを認識部位
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として、リガンド―タンパク質間の特異的相互作用を利用した分子認識能を示すような
結合空間をタンパク質サイズのナノメートルレベルにおいて精密に構築することがで
きれば、より認識能の高いタンパク質認識材料の開発への架け橋となるのではないかと
考えられる。また元来、タンパク質にはその機能を発揮するために、特異的なリガンド
分子やタンパク質などに対して相互作用を示すことが多い。よって、本手法が確立され
れば、タンパク質の特異的センシングのみならずタンパク質―リガンド、およびタンパ
ク質―タンパク質相互作用の機能解明のための基盤技術となりえる。また、本研究でも
取り上げている GSH－GST や Heparin－VEGF のように、リガンド結合部位を同じよう
に有するファミリーや isoform が多く存在するリガンド―タンパク質のペアであっても、
本研究で検討した固定化リガンド―タンパク質間相互作用を用いた分子インプリンテ
ィング法を用いてリガンド分子を有するタンパク質の大きさに合わせた結合空間を構
築することによって、リガンド―タンパク質間特異的相互作用と分子インプリンティン
グによる結合空間構築の相乗効果による高選択性を達成できる可能性がある。つまり、
本来のリガンド―タンパク質間の結合能を上回る高結合親和性・選択性を示すタンパク
質認識人工材料の作製が見込める。そうして得られたポリマー薄膜はタンパク質センシ
ングチップとしてだけでなく、薄膜を粒子化することにより in vitro や in vivo でのタン
パク質認識・補足が可能な材料にもなりうる。以上のように本研究が完成すれば、同種
の他の標的分子や他の形状のマテリアルにも応用することができるため、病理診断や治
療、細胞生物学分野、バイオマテリアル始めとする様々な分野への波及効果が極めて高
いといえる。 
 
本論文は以下に示したように全 5 章で構成されている。 
 
第 2 章では、急性炎症のバイオマーカーである CRP を標的タンパク質とし、その特
異的リガンドである phosphorylcholine 基を有する重合性モノマー2-Methacryloyloxyethyl 
phosphorylcholine (MPC)に着目している(Figure 1-22)。金基板上に表面開始 Activator 
generated by electron transfer (AGET) ATRP法によってMPCのホモポリマー層をグラフト
密度や膜厚を変えて構築して CRP の高分子リガンド層とし、Ellipsometry 測定によりそ
の表面のラフネスや光学膜厚について評価する。そしてグラフト密度や膜厚が与える
CRP の認識能について表面プラズモン共鳴(SPR)測定により検討し、CRP の検出感度の
向上を目指す。 
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Figure 1-22. Concept of CRP detection polymer materilas 
 
第 3 章では、白血病や癌のバイオマーカーとして知られる GST-π を標的タンパク質と
し、その特異的リガンドである GSH のシステイン残基により基板に固定した GSH を介
することで GST-π を基板に固定し、その状態を保って同じ表面上から表面開始 AGET 
ATRP法によって GST-πを高度に認識するMIP薄膜を構築する手法を確立する (Figure 
1-23)。そのために、まず基板に固定した GSH に対する GST-π の結合親和性と固定化し
た GST-π の結合量に対する重合後に形成された結合空間の数を概算する。さらに、GSH
を固定せずに重合した薄膜や GSH は固定するがタンパク質を相互作用させずに重合し
たリファレンス薄膜を作製して、固定化 GSH が認識部位としてポリマー上で機能する
かどうか、さらに結合空間構築による認識能の向上が期待できるかどうか評価する。さ
らに、重合時間を変えて MIP 薄膜の膜厚を制御し、膜厚とタンパク質の認識能に関す
る研究を行う。また、単にリガンドを固定した基板および MIP 層 GST-π の結合、解離
挙動について速度論的観点から考察を深め、鋳型形成によって得られる効果について検
討する。さらにポリマーマトリックスの親水性や再結合時の塩濃度が GST-πの結合能
に与える影響について検討し、GST-πの高選択的検出を目指す。 
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Figure 1-23. Concept of the new proposal molecular imprinting with immobilized proteins 
via anchored ligand-protein interaction by surface-initiated AGET ATRP 
 
第 4 章では、血管内皮細胞増殖因子(VEGF)のうち、血管新生に最も関係のある
VEGF165を標的タンパク質とし、そのリガンドである Heparin を用いて、第 3 章で確立
した固定化タンパク質の分子インプリンティング法により VEGF165 を選択的に結合す
る MIP 薄膜を構築する。まず、Heparin 分子にその helix 構造を崩さないように SH 基を
有するリンカー分子を導入した分子鎖長の異なる Heparin誘導体の合成方法について検
討する。Heparin と VEGF165の溶液中での相互作用についてはこれまでに様々検討され
ているが、基板に固定化した Heparin への VEGF165の相互作用についての知見は少ない。
そのため、分子鎖長の異なる Heparin 分子を固定した基板を調製して VEGF165の結合挙
動について検討しリガンドの選定を行う。選定した Heparin を固定した基板を用いて重
合時間を変えたMIP薄膜を作製してVEGF165のMIP薄膜への結合挙動について考察し、
高感度検出を目指す。 
 
 第 5 章では、本論文の結論を示した。 
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特異的リガンドとして
Phosphorylcholine の homopolymer 層 
を用いた高感度 CRP 検出のための 
グラフト密度と膜厚の検討 
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2-1. 諸言 
C-reactive protein (CRP)は急性的な組織障害、感染症、炎症性疾患に応答して血中 CRP
値が 0.3 μg/mL をしきい値として急激に上昇することから、急性タンパク質として知ら
れている。主な CRP の検出方法のひとつとして、抗-CRP 抗体を結合させたポリマー粒
子を用いたラテックス凝集法がある。近年では、高感度 CRP 検出法 (0.15 μg/mL 以下
での検出が可能)が開発されたことによってこのような急性疾患だけでなく、血中 CRP
値の微量増加が狭心症や心筋梗塞といった心疾患を引き起こす要因であることがわか
ってきた。従ってさらに高感度に CRP を検出することで新たな病理診断の一指標とな
り、疾患発生機序の解明につながる可能性がある。 
そこで CRP 検出感度、選択性を向上させるために、本研究では、CRP が Ca2+イオン
を介して Phosphorylcholine 基と特異的に相互作用するリガンド―タンパク質間相互作
用に着目し、CRP の高感度検出を指向した Phosphorylcholine ホモポリマー層の CRP に
対する高親和性高分子リガンドとしての可能性を検討する。Phosphorylcholine 基を有す
るモノマーである 2-Methacryloyloxyethyl phosphorylcholine (MPC)のホモポリマー
poly(MPC) (PMPC)は、東京大学の石原一彦教授らによって 1990 年に初めて報告され、
現在、生体適合性材料として医療機器の表面のコーティング剤など幅広く実用化されて
いる素材として知られている 1)。これをナノ粒子上にグラフト重合で PMPC 層を構築し
たナノ材料が抗体による CRP 検出感度(50 ng/mL)に匹敵したこと見出している 2) - 5)。こ
れは、PMPC 膜が CRP に対して特異的な相互作用を示すだけでなく、PMPC 膜の表面
が高親水性であるために他タンパク質の非特異的な吸着を抑制できることに起因する
と考えられている。当研究室では表面開始 AGET ATRP により金ナノ粒子上に PMPC 膜
を構築したプラズモニックナノ材料を作製し、局在表面プラズモン共鳴現象 (LSPR)を
利用して 50 ng/mL という検出感度を実現している 5)。以上のことから PMPC を用いた
ナノ材料は、臨床的な CRP 検出法の新しい手段を提供できる可能性を広げると考えら
れる。 
しかしながら、これまで PMPC の膜厚やグラフト密度などが CRP の認識に与える影
響については理解が不十分であり、これらを検討して PMPC 鎖の側鎖に位置する
phosphorylcholine 基への CRP の結合能が向上すればさらなる高感度検出が望めるので
はないかと考えられる。また、SPR や LSPR 法を用いた検出では、CRP の結合が金表面
から遠ざかるほど指数関数的にその結合シグナル強度が小さくなるため、CRP の
phosphorylcholine 基への結合能はより大きな結合シグナルを得るために重要である。 
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そこで本章では、グラフト密度および膜厚の異なる PMPC 膜を表面開始 AGET ATRP
により SPR 金基板上に作製して SPR 測定により CRP の結合実験を行い、CRP の結合挙
動と PMPC の膜厚、グラフト密度との関連性について評価した(Figure 2-1)。さらに、血
清中に含まれるタンパク質のうち 60％を占める human serum albumin (HSA)の吸着挙動
についても同様に評価することにより、PMPC の膜厚とグラフト密度との HSA の吸着
挙動の関連性だけでなく、PMPC 膜上の phosphorylcholine 基が CRP を選択的に認識す
る特異的リガンドとして機能しているのかどうかも同時に検証した。本研究を通じて、
特異的高分子リガンド層による標的タンパク質の選択的認識および高感度検出を達成
するために重要なファクターを見出すことにより、高感度なタンパク質検出材料の設計
に大いに役立つと期待できる。 
 
Figure 2-1. Concept of this work 
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2-2. 実験項 
2-2-1. 試薬 
Ethanol, CuBr2, L-ascorbic acid, ethylene diamine tetraacetic acid tetrasodium (EDTA-4Na), 
HSA, pyridine および diethyl ether はナカライテスク（株）社製(Kyoto, Japan)を使用した。
2-bromo-2-methylpropionyl bromide は東京化成（株）社製(Tokyo, Japan)、dichloromethane, 
hexane および ethyl acetate は和光純正薬（株）社製(Osaka, Japan)を使用した。CRP は
AbD Serotec (Kidlington, United Kingdom)、MPC は日油（株）社製(Tokyo, Japan)を用いた。
また、Bis[2-(2-bromoisobutyryloxy)undecyl] disulfide, (11-mercaptoundecyl)tetra(ethylene 
glycol), tris[2-(dimethylamino)ethyl]amine (Me6TREN), お よ び triethylene glycol 
monomethyl ether は Sigma–Aldrich (USA)製を使った。すべての水は Millipore Milli-Q 
purification system によって精製した pure water を用いた。Gold-coated SPR sensor chips
は GE Healthcare （株）社製を(Tokyo, Japan)、 X-ray photoelectron spectra (XPS)や
ellipsometry measurements 用には JASCO(Tokyo, Japan)社製の金基板(φ= 1.5 cm)を用いた。
Alumina 90, Activated, Basic, Activity I は Merck Millipore (Darmstadt, Germany)社の物を用
いた。 
 
2-2-2. 測定機器 
1H-NMR 測定には日本電子(株)社製の JEOL JNM-LA300FT NMR SYSTEM (300 MHz)
を使用した。XPS 測定には PHI X-tool (ULVAC-PHI, Inc., Kanagawa, Japan)を用いた。
Ellipsometry 測定には MARY-102FM (Five Lab Co., Ltd., Saitama, Japan)を用いて行い、す
べての SAM と PMPC 層の膜厚と表面ラフネスの評価を行った。Biacore 3000 (GE 
Healthcare Japan, Tokyo, Japan)を用いて SPR 測定を行い、タンパク質の吸着特性につい
て検討した。GPC 測定には Tosoh GPC-8020 Model II high-speed liquid chromatography 
system (Tosoh Corporation, Tokyo, Japan)を用いた。 
 
2-2-3. Methoxy tri(ethylene oxide) bromoisobutyrate の合成 
Triethylene glycol monomethyl ether (6.22 g, 37.9 mmol)と pyridine (3 mL, 37.2 mmol)を
100 mL の蒸留 CH2Cl2に溶解させて氷浴中で 0 °C に冷却した。ここへ 30 mL の蒸留
CH2Cl2に溶解させた 2-Bromo-2-methylpropionyl bromide (4.5 mL, 36.4 mmol) 窒素雰囲気
下で滴下し、0℃で撹拌後、室温に戻してひと晩撹拌した。反応終了後、溶媒を約半分
減圧留去し、-20 °C に冷却したところ白色沈殿が生じた。これをフィルトレーションし
第 2 章 ～実験項～ 
49 
 
て取り除き、ろ液をシリカカラムクロマトグラフィー(eluent: Hexane→Hexane : Ethyl 
acetate= 1:1→Ethyl acetate) により分離精製したところ、少し黄色がかったオイル状の化
合物が得られた。1H-NMR により化合物の同定を行った。 
Yield: 5.92 g, 55.4 % 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3): δ 1.94 (s, 6H; -C(Br)(CH3)CH3), 3.38 (s, 3H, -O-CH3), 3.53-3.76 
(m, 10H, -O-(CH2)2-), 4.33 (t, 2H, -CH2-O-CH3) 
 
2-2-4. 表面開始 AGET ATRP による PMPC 薄膜の作製 
2-2-4-1. 金基板上への混合自己組織化単分子膜(mixed SAM)の形成                    
Gold-coated glass substrates（SPR 金基板および JASCO 金基板）を EtOH、H2O の順で
リンスし、UV-O3処理を 20 分行って基板を洗浄した。下記の Table 2-1 に示した 3 種類
の 仕 込 み 組 成 比 で 混 合 し 、 合 わ せ て 1 mM と な る よ う
bis[2-(2-bromoisobutyryloxy)undecyl] disulfide と   (11-mercaptoundecyl)tetra(ethylene 
glycol)の EtOH 溶液を調整し、洗浄した基板をただちに浸漬させて 30℃で 24h 静置して
3 種類の SAM A (1:0)、SAM B (1:1)および SAM C (1:20)を作製した。各 SAM を形成し
た基板は EtOH、H2O の順で洗浄して N2ガスで乾燥後、真空下、遮光下にて保管した。 
 
Table 2-1. Feed molar ratios for formation of three kinds of SAMs; SAM A, SAM B, 
and SAM C. 
                                                                   (molar ratio) 
 
2-2-4-2. 各 SAM 上での MPC の表面開始 AGET ATRP 
各 SAM を形成した SPR 金基板は専用のテフロンセルにセットし、XPS 測定および
Ellipsometry 測定用の JASCO 金基板はそのまま使用した。これら基板を 50 mL 容量の
vial に入れて、下記の Table 2-2 に示し L-Ascorbic acid 以外の試薬を溶解させたプレポリ
マー溶液に浸漬させてセプタムで密栓した。脱気窒素置換を 10 回行い 300 μL の純水に
   
SAM A 1 0 
SAM B 1 1 
SAM C 1 20 
O
Br
O
S
O
Br
O
S HS
O
O O
O OH
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溶解させた L-Ascorbic acid を加えてさらに 5 回脱気窒素置換を行った後、密栓した vial
を 40℃の湯浴に浸して MPC の表面開始 AGET ATRP を行った。SAM A (1:0)の基板では
重合時間を 1、3h とし、SAM B (1:1)および SAM C (1:20)の基板では 3h とした。空気を
入れることにより重合を停止し、純水で洗浄後 1 M EDTA-4Na 水溶液に 24 時間浸漬さ
せてポリマー内に残存する Cu2+イオンを除去した。純水で洗浄してすべての測定まで
4℃で保存した。 
Table 2-2. Recipe of Surface-initited AGET ATRP with MPC 
Reagents Concentration [mM] 
MPC 50 
CuBr2 1 
Me6TREN 1 
Ascorbic acid 0.5 
Solvent Pure water 
Temperature 40℃ 
Time 1h, 3h 
 
 
Figure 2-2. Synthesis of PMPC layers different in grafted density. 
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2-2-5. XPS 測定 
JASCO 金基板上に作製した各 SAM と PMPC 薄膜の XPS 測定を行った。XPS 測定条
件を下記の Table 2-3 に示した。 
 
Table 2-3. XPS measurement condition 
Samples Au Bare, SAM A, B, C 
PMPC 1h, 3h on SAM A 
PMPC 3h on SAM B and C 
Equipment PHI-X-tool (ULVAC-PHI Inc., 
Kanagawa, Japan) 
Source AlKα (20 kV, 101 W) 
Take-off-angles 45° 
Pass energy for narrow scans 112 eV 
Measure range 0 – 1000 eV 
Measure area 2 mm2 
Elements C 1s, O 1s, N 1s, P 2p, S 2p, Au 4f  
 
2-2-6. Ellipsometry 測定 
金 bare 基板、SAM A, B, C と各 PMPC 薄膜の膜厚とラフネスについて Ellipsometry 測
定行った。Table 2-4 に示した条件のもと、各サンプル 25 ポイント測定を 3 枚行い合計
75 ポイントの Δ と Ψ を測定した。すべて JASCO 金基板上に作製したものを使用した。 
 
Table 2-4. Ellipsometry measurement condition 
Samples Au Bare, SAM A, B, C 
PMPC 1h, 3h on SAM A 
PMPC 3h on SAM B and C 
Equipment MARY-102FM (Five Lab Co., Ltd., Saitama, Japan) 
Wave length 632.8 nm (He-Ne beam) 
Beam spot with diameter 0.8 mm 
Measurement area 2 × 2 mm (total 25 points) 
Step 0.5 mm 
Incident angle 70° 
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Fitting analysis 
各ポイントで得られた Δ と Ψ を下記の Fresnel coefficients の式 (2-1) にあてはめて膜
厚 d [nm]を見積もった。この時、膜のモデルとして Figure 2-3 を想定し、その光学係数
として n= 0.181- 3.068 i for Au、n= 3.136- 3.312 i for Cr、および n= 1.457-0.000 i for substrate 
grass (SiO2)を用いた。 
ρ = tan𝜓 exp(𝑖∆) =
𝑟012,𝑝
𝑟012,𝑠
=
[
𝑟01,𝑝 + 𝑟12,𝑝 exp(−𝑖2𝛽)
1 + 𝑟01,𝑝𝑟12,𝑝 exp(−𝑖2𝛽)
]
[
𝑟01,𝑠 + 𝑟12,𝑠 exp(−𝑖2𝛽)
1 + 𝑟01,𝑠𝑟12,𝑠 exp(−𝑖2𝛽)
]
⁄   (2 − 1) 
β = 2π (
𝑑
𝜆
) 𝑛1 𝑐𝑜𝑠𝜃1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2-3. Fitting models 
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2-2-7. GPC 測定 
SAM A, B, C 上に形成した PMPC 薄膜のグラフト密度を算出するために、2-2-3 で作
製した水溶性の ATRP 開始剤 (Methoxy tri(ethylene oxide) bromoisobutyrate)を MPC のモ
ノマーに対して 1/200 (mol比)の 0.25 mMとなるよう加えたプレポリマー溶液を調製し、
SAM A, B, C を形成した JASCO 金基板をそれぞれ浸漬させて、MPC の表面開始 AGET 
ATRPを行った(Table 2-5)。各SAM上で3h重合後、重合溶液をAlumina 90 Activated, Basic, 
Activity I column (Φ 5 mm ×H 5 cm)に通して残存する Cu 2+を除去した。下記の Table 2-6
に示した GPC 測定条件のもとこれらの各溶液を 100 μL インジェクションし、それぞれ
クロマトグラムを得た。得られたクロマトグラムからピークを検出し、各リテンション
タイムのピークに相当する分子量 Mw (weight-average molecular weight)と Mn 
(number-average molecular weight)を計算した。この時、付属のソフトウェアを用いて事
前に poly(ethylene oxide)で作成した検量線を用いて各分子量を算出した。そうして得ら
れた Mw と Mn から、Methoxy tri(ethylene oxide) bromoisobutyrate の分子量 282 をそれぞ
れ差し引いた値をポリマー鎖の Mw と Mn とした。下記の式 (2-2) によりグラフト密度
(σ)を算出した。また PDI 値も求めた。 
 
Table 2-5. Recipe of Surface-initiated AGET ATRP with MPC containing free ATRP initiator 
Reagents Concentration [mM] 
MPC 50 
ATRP initiator  0.25 
CuBr2 1 
Me6TREN 1 
Ascorbic acid 0.5 
Solvent Pure water 
Temperature 40℃ 
Time 3h 
 
σ =
ℎ𝜌𝑁𝐴
𝑀𝑊
                      (2 − 2) 
σ: グラフト密度 [chains/nm2] 
h: 各 SAM 上で作製した PMPC 薄膜の乾燥状態の膜厚(Ellipsometry 測定による) 
ρ: バルク状の PMPC の密度(1.30 g/cm3)S3 
NA: Avogadro’s number 
Mw: 重量平均分子量 
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Table 2-6. GPC measurement condition 
Equipment Tosoh GPC-8020 Model II system 
Columns 30 cm columns (Tskgel GMPWxL, exclusion limit= 50,000,000) 
2 本を直列接続 
Differential refractometer Tosoh RI-8020 
Calibration poly(ethylene oxide) solutions of Mw 420, 4210, 11900, 21600, 
and 610000 
Temperature Room temperature 
Flow rate 0.5 mL/min 
Injection volume 100 μL 
Eluent Pure water 
Detection time 9.0 ~70 min. 
 
2-2-8. SPR 測定 
各 PMPC 膜に対するタンパク質吸着実験は全て下記の Table 2-7 に示した測定条件に
従って SPR 測定により行った。各タンパク質溶液インジェクション終了から 150 sec 後
の RU 値が安定したところを計測し、インジェクション直前をベースラインとして差し
引いた値をタンパク質の吸着量ΔRU とした。すべての実験は 3 回繰り返し、吸着等温
線を書いて結合挙動について考察した。 
 
Table 2-7. SPR measurement condition 
Equipment Biacore 3000 
Temperture 25℃ 
Flow rate 20 μL/min 
Running buffer 10 mM Tris-HCl buffer containing 140 mM NaCl and 2 mM 
CaCl2 (pH 7.4) 
Regeneration Solution 
candidates 
0.075 % SDS + 150 mM NaCl aqueous solution, 10 mM Gly-HCl 
pH 1.5 and 0.3% Triton-100X 
Injection number of times; once or twice for 15 sec, 30 sec, 60 sec 
or 90 sec until protein binding signals dropped and reached a 
steady signal value 
Injection volume 20 μL 
Proteins CRP, HSA 
Concentrations 0, 5, 10, 20, 40, 80, 100 ng/mL (for CRP and HSA), 1.0 mg/mL 
(for only HSA) 
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2-3. 結果と考察 
2-3-1. mixed SAM の形成評価 
表面開始 AGET ATRP によってポリマー薄膜を基板上に作製する場合、そのグラフト
密度は SAM 形成時の ATRP 開始基の導入率を変更することで自在に操作可能であるこ
とが予想される。そこで、ATRP 開始基を有する bis[2-(2-bromoisobutyryloxy)undecyl] 
disulfide と(11-mercaptoundecyl)tetra(ethylene glycol)の仕込みモル比率を 1:0 (SAM A)、1:1 
(SAM B)、1:10 (SAM C)と 3 種類それぞれ溶解させた EtOH 溶液に、金基板を 30℃で 24 
h浸漬させることでATRP開始基の導入率の異なるSAMの調製を試みた。得られたSAM
基板の XPS 測定および Ellipsometry 測定を行って各 SAM の形成と膜厚および表面ラフ
ネスについて評価した。 
 
2-3-1-1. XPS 測定による各 SAM の形成評価 
JASCO bare 基板および各 SAM 形成基板の XPS spectra を Figure 2-4 に示した。Figure 
2-4 (a)の S 2p spectra から SAM 形成後に S 2p peak (162 eV; S-Au の化学結合エネルギー
由来)がすべての基板ではっきりと出現していることがわかる。さらに、Figure 2-4 (b)
の Br 3d spectra から、SAM A で Br 3d 由来のピーク(68 eV)が出現していることがわか
る。他の SAM B, C では Au 4f の 74 eV 付近に見られるサテライトピークがオーバーラ
ップしている影響ではっきりと確認することはできなかった。しかしながら、Figure 2-4 
(c)の C 1s spectra に着目すると SAM B と C には、undecyl 基と ATRP 開始基由来の C-C 
bond (centered at around 285 eV)と C=O bond (centered at around 288 eV)のピークだけでな
く、tetra ethylene glycol (TEG)鎖由来の C-O bond (centered at around 286.5 eV)が SAM A に
比べてはっきりと出現している。同様に、Figure 2-4 (d)の O 1s spectra でも、C-O bond 
(centered at around 533.5 eV)が SAM A と比較して大きくなっていることがわかる。 
ここで、C 1s と O 1s のピークについて MultiPak software を用いてピーク分離を行っ
て各 bond の面積比を算出することで半定量的ではあるが組成比を見積もった。そして、
SAM 溶液調製時の(11-mercaptoundecyl)tetra(ethylene glycol)の仕込み比の増加に伴う各
bond の組成比の推移を解析した(Figure 2-5, Table 2-8)。Table 2-8 より、TEG 由来の C-O 
bond の面積比は、17.9 % (SAM A)から 41.2 % (SAM B)、45.5 % (SAM C)と増加する傾向
が見られた。ATRP開始基由来の C=O bondの面積比は 9.0% (SAM A)から 9.1 % (SAM B)、
6.7 (SAM C) と少し減少する傾向となった。つまり、 TEG 鎖を有する
(11-mercaptoundecyl)tetra(ethylene glycol)の仕込み比の増加に伴う変化であると推察され
るが、完全に仕込み比と一致していない。これは、disulfide 分子を伴う mixed SAM 形
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成プロセスが動的平衡に依存することによると考えられる。つまり、仕込み比に関わら
ず最もエネルギー的に安定な SAM を形成する可能性があるということである 6) ~ 8)。一
般的には、ATRP 開始基のような疎水性ヘッドグループを持つ分子は TEG のような親水
性ヘッドグループを持つ分子よりも先に自己集合する傾向があるといわれている 9)。  
それゆえ、仕込み比が 1:20 であっても TEG 基由来の C-O bond は仕込み比の増加に伴
って大きく増加せず、C=O bond はそれほど減少しなかったのではないかと考えられる。
以上のことから、SAM 調製時の Bis[2-(2-bromoisobutyryloxy)-undecyl] disulfide と
(11-Mercaptoundecyl)tetra(ethylene glycol)の仕込み比を変えることで ATRP 開始基の導入
率を完全に制御できたわけではないが、異なる 3 つの SAM を形成できることが示唆さ
れた。また、ATRP 開始基の導入率は後の 2-3-2-3 セクションにあるように MPC の表面
開始AGET ATRPSAM形成により得られたPMPC薄膜のグラフト密度と一致すると考え
られ、これについては 2-3-2-3 セクションで議論する。ATRP 開始基の導入率制御の精
度を向上させるためには、双方ともチオール型あるはジスルフィド型にそろえて金との
結合反応性の近い SAM 形成試薬を使用する、あるいは機能性官能基のかさ高さ、極性
ができるだけ同じくらいの SAM 形成試薬を用いることが戦略の一つとして考えられる。 
 
 
Figure 2-4. XPS spectra of S 2p (a), Br 3d (b), C 1s (c) and O 1s (d) before (i) and after 
immersing in each ethanol solution containing the thiols mixture (ii) SAM A, (iii) SAM B, and 
(iv) SAM C.  
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Figure 2-5. Peak separation analysis of C 1s (a) and O 1s (b) of SAM A (i), B (ii), C (iii). 
 
 
 
Table 2-8. Comparison of element percentage of each C bound between SAMs A, B, and C. 
Samples 
C-C bond [%] 
(at 285 eV) 
C-O bond [%] 
(at 286.5 eV) 
C=O bond [%] 
(at 288 eV) 
SAM A 73.1 17.9 9.0 
SAM B 49.7 41.2 9.1 
SAM C 47.9 45.5 6.7 
 
 
 
(a) Peak analysis of C 1s  
(i) SAM A 
C-O 
 
C-O 
C-O 
C- C 
C=O 
C- C 
C=O 
(iii) SAM C 
 
(ii 
C-C 
 
C 
C=O 
 
C 
C-O 
 
C 
(ii) SAM B 
C=O 
 
C 
C-O 
 
C 
(iii) SAM C 
 
C-O 
(b) Peak analysis of O 1s 
 (ii) SAM B 
C=O 
 
C 
C-O 
 
C 
C-O 
 
C 
C=O 
 
C 
(i) SAM A 
第 2 章 ～結果と考察～ 
58 
 
2-3-1-2. 各 SAM の Ellipsometry 測定による膜厚と表面ラフネスの評価 
次に、SAM A, B, C の光学膜厚およびラフネスについて Ellipsometry 測定により評価
した。SAM の屈折率を n= 1.5 と仮定し Fitting analysis を行ったところ、SAM A が 1.0 ± 
1 nm、SAM B が 2.1 ± 0.4 nm、SAM C が 1.9 ± 0.6 nm と算出された。これらは既報のデ
ータとほぼ一致している。10)~11)  エラーバーが大きいのは Ellipsometry 測定が周期的な
測定法であること、また測定点が 75 ポイントと多いことによると考えられる。ここで
Figure 2-6 の ψ-Δ simulation curve は、金基板（厚み：50 nm）上で n= 1.5 の層の膜厚が成
長していった時に実測されるΨと Δの推移を予想した曲線である。この simulation curve
から、50 nm までは Ψ はほぼ変わらず Δ はほぼ直線的に小さくなっていることがわか
る。つまり、50 nm の膜厚までは Δ 値は直線的な膜厚変化として考えることが出来、ま
た、1 サンプル中の 25 個の測定ポイントでの Δ 値のばらつき(Δ mapping)を見ることで
膜のラフネスを評価することが可能である。Figure 2-7 には各サンプル 3 枚中の 1 枚 
(Table 2-9 において黄色で着色しているサンプル)の Δ mapping を示している。Table 2-9
には各サンプル 3 枚すべての Δ mapping の Δ 値の平均値および標準偏差、CV 値を示し
ている。Table 2-9 の CV 値に着目すると、同じサンプルでも基板ごとに CV 値が bare: 
0.020~0.18 %, SAM A: 0.045~ 0.14, SAM B: 0.026~ 0.15, SAM C: 0.064~0.18 %と幅広く異
なっており、これが膜厚のエラーバーが大きいことにつながっていると考えられる。ま
た、各サンプルの CV 値 (n=3)は SAM 形成前後でそれほど変わらずかつ 10 %未満であ
ることから、乾燥状態におけるラフネスはいずれのサンプルも小さく SAM 形成前後で
大きく変わらないことがわかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2-6. Δ-ψ simulation graph associated with thickness increasing of polymer films or layers 
whose refractive index were assumed as 1.5 on the gold substrate  
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Figure 2-7. Δ value mapping results (25 points in mapping area: 2 mm×2 mm) of bare substrate 
(a), SAM A (b), SAM B (c), and SAM C (d). 
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Table 2-9. Δ average value, standard deviation, and CV values of bare substrate (a), SAM A (b), 
SAM B (c), and SAM C (d). 
Enty (a) Bare substrate (b) SAM A 
 
Delta 
(1 枚目) 
Delta 
(2 枚目) 
Delta 
(3 枚目) 
Delta 
(1 枚目) 
Delta 
(2 枚目) 
Delta 
(3 枚目) 
平均値 109.4 108.7 108.8 107.5 109.0 108.7 
標準編差 0.02170 0.1972 0.06478 0.1541 0.04917 0.1299 
CV値[%] 0.01984 0.1814 0.05956 0.1433 0.04513 0.1196 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2-3-2. 表面開始 AGET ATRP による PMPC 薄膜の構築 
ATRP 開始基の導入率が異なることが示唆される SAM A, B, C を用いて 40℃で MPC
の表面開始 AGET ATRP を行い、膜厚、グラフト密度、表面ラフネスの異なる PMPC 薄
膜の作製を試みた。表面開始 AGET ATRP では、重合時間を変えることでその膜厚を変
えることが可能であることが一般的に知られている。そこで、ATRP 開始基の導入率が
最も大きいと考えられる SAM A では重合時間を 1 と 3h と変えて膜厚の異なる PMPC
薄膜の作製を試みた。また、2-3-1 セクションで ATRP 開始基の導入率が異なる可能性
が示唆された SAM B と SAM C では、重合時間を 3h とし、SAM A とはそれぞれ異なる
グラフト密度を有する PMPC薄膜の作製を試みた。作製した各 PMPC薄膜についてXPS
測定、グラフト密度の算出、Ellipsometry 測定により膜厚とグラフト密度、ラフネスに
ついて評価した。 
 
2-3-2-1. SAM A 上で作製した PMPC 薄膜の膜厚および表面ラフネスの評価 
まず、XPS 測定により薄膜形成の評価を行った。Figure 2-8 に SAM A 上で作製した
1h および 3h 重合の PMPC 薄膜の XPS スペクトルを示した。双方とも、SAM A には見
Enty (c) SAM B (d) SAM C 
 Delta 
(1 枚目) 
Delta 
(2 枚目) 
Delta 
(3 枚目) 
Delta 
(1 枚目) 
Delta 
(2 枚目) 
Delta 
(3 枚目) 
平均値 107.7 107.4 107.0 107.6 107.9 107.0 
標準編差 0.1465 0.09986 0.02604 0.06427 0.1762 0.09572 
CV値 [%] 0.1361 0.09300 0.02432 0.05976 0.1633 0.08943 
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られなかったN 1sと P 2pのピークが出現したことから、PMPC薄膜形成を確認できた。
また、Au 4f のメインピークである 84 eV のピーク面積に対する N 1s と P 2p のピーク面
積比（N 1s/Au 4f および P 2p/Au 4f）を算出したところ、Figure 2-9 に示したように、重
合時間に伴った増加が見られた。さらに、Ellipsometry 測定により、1h 重合の膜厚が 3.4
で 3h 重合の膜が 4.6 nm と算出された(Figure 2-10)。今回は 1h と 3h の 2 点しか膜厚測定
していないため重合時間に対して Liner に膜厚が増加するとは断言できないが、XPS と
Ellipsometry の実験結果から、表面開始 AGET ATRP により重合時間を変えることで異
なる膜厚の PMPC 薄膜を得ることが出来たといえる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2-8. XPS spectra of N 1s (a) and P 2p (b) of PMPC layers obtained at 1 and 3 h 
polymerization on SAM A. 
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Figure 2-9.  Comparison of the both peak area ratios (N 1s/Au 4f) and (P 2p/Au 4f) of PMPC 
layers obtained at 1 and 3 h polymerization time on SAM A. (n=1)  
 
 
Figure 2-10. Dried PMPC layer thickness obtained on SAM A vs. polymerization time 
determined by Ellipsometry.  The error bars were derived from the 25 points× three samples 
(total 75 points) prepared by the same procedure. 
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2-3-2-2. SAM A, B, C 上で作製した PMPC 薄膜の膜厚、表面ラフネスおよびグラ
フト密度の比較 
2-3-2-2-1. XPS 測定による PMPC 薄膜の形成評価 
SAM A, B, C 上を用いて重合時間 3h で作製した PMPC 薄膜について、XPS 測定を行
ったところ、SAM A, B を用いて重合して得られた基板からは、はっきりと
phosphorylcholine 基由来の N 1s および P 2p のピークが見られた(Figure 2-11 (a), (b))。一
方、SAM C を用いて重合して得られた基板では Figure 2-11 (c)よりごくわずかに P 2p の
ピークは出現しているがFigure 2-11 (a)からN 1s のピークは非常に小さいことがわかる。
以上の結果より、いずれの SAM を用いても表面開始 AGET ATRP により PMPC 薄膜を
作製可能であることが言える。加えて、Figure 2-12 に示した Au 4f (84 eV)のピーク面積
に対する N 1sと P 2pのピーク面積比 (N 1s/Au 4fと P 2p/Au 4f)は ATRP開始基の導入率
の上昇に従って増加していることが読み取れ、単位面積当たりの PMPC chains の数の増
加を示唆している。 
Figure 2-11. XPS spectra of N 1s (a) and P 2p (b) of PMPC layers obtained at 3h polymerization 
on SAM A, B and C, and extended figure of P 2p (c) of 3h PMPC on SAM C.   
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Figure 2-12.  Comparison of the both peak area ratios (N 1s/Au 4f,○) and (P 2p/Au 4f,●) of 
PMPC layers obtained at 3h polymerization time on SAMs A, B, and C derived from XPS 
measurements (n=1). 
 
2-3-2-2-2. Ellipsometry 測定による膜厚、ラフネスの評価 
 続いて、Ellipsometry 測定により各薄膜の膜厚と表面ラフネスおよび薄膜形成の再現
性について議論する。本測定では、直径 0.8 mm のビームスポットで 1 枚の基板に対し
て 2×2 mm 四方をポイント間隔 0.5 mm で合計 25 ポイント測定し、同様の測定を異な
る基板で計 3 枚分に対して行い、計 75 ポイントのデータを集計している。乾燥状態の
各薄膜の膜厚は、4.6 nm ± 0.5 (CV 値：10.9 %) (on SAM A), 2.1 nm ± 0.3 (CV 値：14.1 %) 
(on SAM B), and 1.9 nm ± 0.9 (CV 値：48.6 %) (on SAM C)と算出された。ここで CV 値と
は変動係数のことで(CV 値) = (標準偏差)/(平均値)×100 [%]で算出される。SAM A 上に
形成した PMPC 薄膜の膜厚の標準偏差は 0.5 nm 以下でかつ CV 値もほぼ 10 %であり、
75 ポイントのデータのばらつきが小さい。 SAM A は ATRP 開始基である
bis[2-(2-bromoisobutyryloxy)undecyl] disulfide のみで形成されているため ATRP 開始基が
均一に金基板に導入されている。そのような SAM A から MPC の表面開始 AGET ATRP
を行ったため、均一なポリマー層が形成されたことによると推察される。一方、SAM B
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と C 上の薄膜の膜厚平均値は各 SAM とほぼ変わらず、また、CV 値がいずれも 10 %以
上とデータにばらつきが見られた。特に SAM C 上の PMPC 膜では 48.6 %と非常に大き
い。これは ATRP 開始基の導入率が SAM A に比べて小さくグラフト密度が小さいため
に乾燥状態の場合、PMPC chains が基板に寝そべっている状態であること、あるいは
PMPC が不均一にグラフト化されているためではないかと推察される。 
さらに、Figure 2-13 には各 PMPC 薄膜上のある 2 mm×2mm 四方において 0.5 mm 間
隔で計 25 ポイントの Δ 値を実測し、測定ポイント間を面で結んだ Δ mapping グラフを
示した。これより、ATRP 開始基の導入率の違いによって Δ の凹凸の程度が異なること
が読み取れる。さらに、定量的に評価するために各測定ポイントで得られた Δ 値の平均
値、標準偏差および CV 値を Table 2-10 に示した。特に CV 値に着目すると、ATRP 開
始基の導入率が最も小さい SAM C 上に形成した PMPC 薄膜が 3 枚中いずれのサンプル
においても SAM A, B 上に作製した PMPC 薄膜 2 つ(0.12 以下)に比べて 0.13、0.27、0.32
と大きいことがわかる。これは、単位面積当たりの Δ 値のばらつきが一番大きいことを
意味しており、つまりは(c) 3h PMPC on SAM C のラフネスが最も大きいことが推察され
る。 
 
Table 2-10. Δ average value of PMPC obtained at 3h polymerization on SAM A (a), SAM B (b), 
and SAM C (c). 
Enty (a) 3h PMPC on SAM A (b) 3h PMPC on SAM B (c) 3h PMPC on SAM C 
 
Delta  
(1 枚目) 
Delta 
(2 枚目) 
Delta  
(3 枚目) 
Delta  
(1 枚目) 
Delta 
(2 枚目) 
Delta  
(3 枚目) 
Delta  
(1 枚目) 
Delta 
(2 枚目) 
Delta  
(3 枚目) 
平均値 105.3 105.0 104.5 107.1 107.4 107.5 107.6 107.7 107.5 
標準編差 0.04295 0.1275 0.1027 0.08242 0.06991 0.1158 0.2903 0.1404 0.3467 
CV値 0.04077 0.1213 0.09829 0.07697 0.06506 0.1077 0.2698 0.1303 0.3224 
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Figure 2-13. Δ value mapping of PMPC thin layers obtained at 3h polymerization on SAMs A 
(a), B (b) and C (c) measured by ellipsometry experiments. 
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2-3-2-2-2. SAM A, B, C で作製した PMPC 薄膜のグラフト密度の比較 
 最後に、3h 時間重合で得られた各 PMPC 薄膜のグラフト密度の算出を試みた。基板
上のATRP開始基からの重合速度と同じ溶液中に添加しておいたフリーのATRP開始基
からの重合速度はほぼ同等であることから、それぞれ得られたポリマー鎖の分子量が同
じ程度であるという過去の研究があ 12), 13)。そこで、本研究においても合成したフリー
の ATRP 開始基 (Methoxy tri(ethylene oxide) bromoisobutyrate)をプレポリマー溶液中に予
め入れておき、溶液中でできたポリマー鎖の分子量 (重量平均分子量(Mw)および数平均
分子量(Mn))をGPC測定により求めて PDIおよびグラフト密度を算出した (Table 2-11)。
これより、得られたポリマー鎖の Mw はそれぞれ PMPC on SAM A で 2833 (PDI= 1.10)、
PMPC on SAM B で 2961 (PDI= 1.12)、PMPC on SAM C で 3027 (PDI= 1.13)となり、いず
れも分子量がほぼ同じでPDI値が1.10～1.13と単分散なポリマーが得られたことがわか
った。また各PMPCの重合度(n)は約10であることがわかった。さらに、式(2-2)よりPMPC
鎖のグラフト密度を算出すると、PMPC on SAM A で 1.27 chains/nm2、PMPC on SAM B
で 0.56 chains/nm2、PMPC on SAM Cで 0.48 chains/nm2であることがわかった。一般的に、
0.6 chains/nm2以上で濃厚ブラシと言われていることから、SAM A 上で作製した PMPC
膜は濃厚ブラシであり、SAM B, C 上で作製した PMPC 膜は希薄ブラシであることが推
察される。また、表面開始 AGET ATRP により PMPC 薄膜を作製しているので PMPC
のグラフト密度は各 SAM の ATRP 開始基の導入密度に匹敵すると考えられる。2-3-1 で
は具体的な ATRP 開始基の導入率について算出するには至らなかったが、特に Table 2-8
の C-O bond の組成比の推移をみると、SAM A では 17.9 %だったのに対して SAM B で
は 2.3 倍の 41.2 %、SAM C では 45.5 %と推移しており、これは PMPC のグラフト密度
がPMPC on SAM A で 1.27 chains/nm2であり、PMPC on SAM Bではその 44 %量の 0.56、
0.48 chains/nm2というグラフト密度の推移に匹敵すると推察される。 PMPC 鎖間の平均
距離 dをFigure 2-14に示したモデルを仮定して算出したところ、PMPC on SAM Aで 1.00 
nm、PMPC on SAM B で 1.51 nm、PMPC on SAM C で 1.61 nm と見積もられた。また、
単位面積当たりの Phosphorylcholine 基の数を(グラフト密度)×(重合度)で計算すると、
PMPC on SAM Aで 12.19 numbers/nm2, PMPC on SAM Bで 5.60 numbrs/nm2, PMC on SAM 
C で 4.94 numbers/nm2となった。 
以上の結果を総括すると、本手法では、ATRP 開始基の導入率が異なることが示唆さ
れる SAM 形成基板を用いて MPC の表面開始 AGET ATRP を行うことでグラフト密度、
ラフネス、膜厚の異なる PMPC 薄膜を作製することに成功した。 
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Table 2-11. Mn, Mw, PDI, Thickness, and grafting density of PMPC layers obtained at 3h 
polymerization on SAM A, B, and C. 
 
a) Estimation of average distance between PMPC chanins d [nm] 
𝑑 = √
(1 𝜎⁄ )
3.14
2
× 2 
b) Estimation of Unit density of MPC u [numbers/nm2] 
𝑢 = σ × (unit number of MPC) 
 
 
Figure 2-14. Model for estimation of average distance between PMPC chains 
 
  3h PMPC on SAM A 3h PMPC on SAM B 3h PMPC on SAM C 
Mn 2581 2644 2688 
Mw 2833 2961 3027 
PDI (Mw/Mn) 1.10 1.12 1.13 
Unit number of MPC 9.6 10.0 10.3 
Thickness [nm] 4.6 2.1 1.9 
Grafting density σ 
[chains/nm2] 
1.27 0.56 0.48 
Average distance between 
PMPC chains d [nm]a) 
1.00 1.51 1.63 
Unit density of MPC u 
[numbers/nm2]b) 
12.19 5.60 4.94 
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2-3-3. CRP の結合挙動における膜厚の影響 
SAM A上に作製した 3.4 nmおよび 4.6 nmの膜厚の異なる 2つの PMPC薄膜に対する
CRP の結合挙動について SPR 測定により評価した。Figure 2-15 より、膜厚のより小さ
い 3.4 nm の PMPC 薄膜に対する CRP の結合レスポンスΔRU 値の方が大きいことが読
み取れる。一般的に、表面開始 AGET ATRP によってホモポリマー層を作製する場合、
基板表面に導入されたすべての ATRP 開始基から重合が進行すると考えられるため、開
始基の導入率が同じであれば重合時間によらずグラフト密度は本質的に同じであると
考えられている 14)。つまり、双方とも SAM A 上に PMPC を形成しているため、グラフ
ト密度は両方とも 1.27 chains/nm2であると予想される。さらに、表面開始 AGET ATRP
によって作製された濃厚ブラシは一般的にタンパク質の非特異的吸着を抑制すること
が出来ることが知られている 15)。それゆえ、Figure 2-15 に示した CRP の結合は PMPC
の側鎖の phosphorylcholine 基との相互作用によるもので他の部分への非特異的吸着は
無視できると考えられる。一般的に表面プラズモンに伴う電場 E は下記に示したように
誘電率の変化が起こる場所が金表面から遠ざかるにつれて、指数関数的に減少すること
が知られている。重合時間が 3h の PMPC 薄膜に比べて膜厚が 1 nm 小さい 1h 重合で得
られた 3.4 nmの PMPC薄膜では誘電率の変化を伴う CRPの結合がより金表面に近いと
ころで起こるために、SPR角のシフト量が大きくなる。SPR角の 0.1°のシフト量が 1000 
RU値に相当することから、結果としてΔRU値がより大きくなったのだと考えられる。 
𝐸 = (𝐸0𝑥 , 0, 𝐸0𝑧)𝑒
−𝑎𝑥𝑒𝑖(𝑘𝑠𝑝𝑥−𝜔𝑡) ;電場 E 
𝑘𝑠𝑝 ≅
𝜔
𝑐
√
𝜀𝑚𝜀𝑠
𝜀𝑚 + 𝜀𝑠
        ;表面プラズモンの波数 
𝐾𝑒𝑣 = 𝑛𝑝
𝜔
𝑐
𝑠𝑖𝑛𝜃 ;エバネッセント波の波数 
sin𝜃𝑠𝑝𝑟 =
1
𝑛𝑝
√
𝜀𝑚𝜀𝑠
𝜀𝑚 + 𝜀𝑠
      ;表面プラズモンとエバネッセント波の共鳴条件 
 
しかしながら、結合シグナルは CRP の濃度に正確に比例しておらずまた、Table 2-12
に示した CV 値が低濃度域で 16～45 と大きいことから結合再現性が悪いことがうかが
える。これは膜厚が小さすぎるために、ある箇所では SAM 層との疎水性相互作用など
の働きにより CRP の非特異的吸着がわずかながら起こっている可能性が一つとして考
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えられる。 
一方で、3h 重合で得られた 4.6 nm の膜厚の PMPC 薄膜に対しては CRP の濃度依存的
なΔRU 値の増加および結合再現性の良さが読み取れる(Figure 2-15)。Table 2-12 の CV
値に着目すると、5 ng/mL インジェクション以外の低濃度域で 10 %以下になっているこ
とから、SPR 測定による CRP の PMPC 薄膜への結合挙動は膜厚によって異なり、4.6 nm
の膜厚の PMPC 薄膜に対して CRP を正確にかつ高感度に検出可能であることが示唆さ
れた。また、CRP インジェクション濃度が最も小さい 5 ng/mL での RU シグナルの標準
偏差 σ の 3 倍値を検出限界とした時、4.4 RU となった。 
 
 
Figure 2-15.  Binding isotherms of CRP towards PMPC thin layers obtained at 1 and 3 h 
polymerization on SAM A derived from SPR measurements for investigation of the dependency 
of CRP binding behavior on PMPC thin layer thickness. 
 
さらに、下記に示した検出限界濃度算出式(2-3)で検出限界濃度の算出を試みた 16), 17)。 
 
検出限界濃度算出式：CD=k × σb × A  (2-3) 
CD: 検出限界濃度 [ng/mL] 
k: 信頼性の水準によって決定される定数 (通常 3 [-]) 
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σb: ブランク信号の標準偏差値 [ΔRU] 
A:  (検量線の傾き)-1 [(ng/mL)/ΔRU]) 
 
Figure 2-16 に示した検量線から上記の各パラメータを求めて上式 (2-3)に代入して検出
限界濃度を求めたところ、5.08 ng/mL と算出された。この検出限界濃度は、当研究室で
これまでに報告した 50 ng/mL に比べて 10 分の 1 程度となり、検出感度の向上に成功
した 5)。 
 
Figure 2-16. Calibration curves of CRP binding signals toward PMPC 3h on SAM A 
 
 
Table 2-12. CRP bindind signals, standard deviations, and CV values 
 
 
 
 
 
 
 
 
検量線： ΔRU = 0.135 C + 4.45
R² = 0.957
0
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15
20
25
0 20 40 60 80 100 120
Δ
R
U
CRP concentration [ng/mL]
Concentration 
[ng/ml] 
1h PMPC on SAM A 3h PMPC on SAM A 
ΔRU 標準偏差 CV 値 ΔRU 標準偏差 CV 値 
0.0 3.06  0.76  24.91  2.15  0.23  10.63  
5.0 8.78  3.90  44.45  5.78  1.47  25.53  
10 8.38  2.90  34.65  6.74  0.36  5.28  
20 17.08  2.82  16.50  7.80  0.35  4.46  
40 12.39  4.74  38.30  10.27  1.46  14.21  
80 20.08  1.57  7.83  15.51  3.04  19.57  
100 62.35  6.09  9.77  17.33  2.60  14.98  
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2-3-4. CRP の結合挙動における PMPC 鎖のグラフト密度の影響 
CRP の結合挙動におけるグラフト密度の影響について検討するために、重合度 n は同
じ(n≒10)だがグラフト密度が異なる 3 つの PMPC 薄膜 on SAM A (1.27 chains/nm2), B 
(0.56 chains/nm2)および C (0.48 chains/nm2)を作製した。また Table 2-11 に示したように、
単位面積当たりの Phosphorylcholine 基の数は PMPC on SAM A で 12.19 numbers/nm2, 
PMPC on SAM B で 5.60 numbrs/nm2, PMPC on SAM C で 4.94 numbers/nm2であることが
算出されている。ここで、CRP 1 分子(ホモ 5 量体) の大きさは直径が 9.5 nm で厚みが 
5nm程度であり、1つのサブユニットに 1つ存在する Phosphorylchoine基の結合個所は、
CRP 1 分子の同じ表面上に存在し合計 5 つである。この Phosphrylcholine 基の結合サイ
トの間隔は Figure 2-17 に示したように最短で 4.1 nm, 最長で 6.8 nm 程度であるため、
PMPC薄膜中の Phosporylcholine 基の間隔がこれに近いと CRPを高親和的に結合できる
可能性がある。一方で、作製した PMPC 層の PMPC 鎖 1 本中の Phosphorylcholine 基の
間隔は Figure 2-18に示したようにMPCモノマーがすべて同じ方向を向いていると仮定
すると主鎖のC1-C2-C3 bondのC1-C3の直線距離と近似できるので下記のように概算で
きる。主鎖の C-C bond は sp3軌道であると考えらるので C-C-C 間の結合角は 109.5°と
近似でき、C-C bond の長さ a は一般的に 1.20～1.54 Åであることが知られている。以
上の仮定から PMPC鎖中の phosphorylcholine基の間隔は、Phosphorylcholine 基の間隔＝
(𝑠𝑖𝑛
109.5
2
) × 𝑎 × 2 = 1.096~2.515[Å]と概算できる。ゆえに、CRP 中の Phosphorylcholine
基結合部位の間隔に対して 16～60 分の 1 程度と非常に小さいことから、1 本の PMPC
鎖では CRPの phosphorylcholie基結合部位すべてに結合することができないと考えられ
る。すなわち、いくつかの PMPC 鎖で 1 つの CRP を認識する可能性が高いために、PMPC
鎖のグラフト密度は CRP の認識能に与える影響は大きいと考えられる。Figure 2-19 に
示したように、0.56 chains/nm2の PMPC 薄膜は 1.27 chains/nm2の薄膜よりも結合シグナ
ル ΔRU の平均値が大きくなった。これはおそらく SAM A 上で作製した 1.27 chains/nm2
の PMPC 薄膜よりも PMPC 鎖が密ではなく、PMPC 鎖の平均間隔が 1.51 nm (Table 2-11)
と大きいために、側鎖に位置する phosphorylcholine 基に結合しやすくなった結果である
と考えられる 18)。しかしながら、エラーバーが大きく結合再現性が安定せず、検出限界
濃度が算出できないほどであった。一方で、0.48 chains/nm2の PMPC 薄膜へは CRP のイ
ンジェクション濃度の増加に伴う結合シグナルの増加は見られず、ΔRU はほぼ 5.00 と
一定である。PMPC on SAM C ではグラフト密度並びに Phosphorylcholine 基の単位当た
りのユニット数は PMPC on SAM B とそれほど変わらないが、Table 2-9 のΔ値のサンプ
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ル 1 枚当たりのばらつきを示す CV 値が 0.13~0.32 と他の PMPC 薄膜に比べて大きく、
Figure 2-13に示したΔ mappingにもあるように3h PMPC on SMA Cは乾燥状態ではラフ
ネスが最も大きいことが示されている。このように単位面積当たりの高分子リガンド
PMPC 鎖の本数が少ないだけでなくラフネスが大きいために CRP の結合が起こりにく
なったと考えられる。以上のことから、PMPC のグラフト密度は CRP のセンシングに
おいて非常に重要であり、さらに最適化することによって検出感度が改善されることが
期待できる。検出限界濃度の点から、今回検討した中では SAM A 上で作製した 1.27 
chains/nm2の PMPC 薄膜が最も高感度に CRP を検出できるといえる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2-17. Size of CRP and distance of phosphorylcholine binding sites 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2-18. PMPC chains の模式図 
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Figure 2-19. Binding isotherms of CRP towards PMPC thin layers based on SAMs A, B, and C 
for investigation of the dependency of CRP binding behavior on PMPC thin layer grafting 
density. 
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2-3-5. HSA の非特異吸着における膜厚とグラフト密度の影響 
作製した PMPC 薄膜に対する他のタンパク質の非特異的吸着を抑制することは血液
など実サンプル中での特異的検出を達成するうえで重要である。そこで、血中のタンパ
ク質で約 60 %を占める HSA を参照タンパク質として選択し、各薄膜への結合実験を行
った。まず、最も CRP の検出限界濃度が低い PMPC 薄膜 (SAM A を用いて 3h 重合に
て作製)を用いて、100 ng/mL 以下の濃度での HSA の結合挙動について検討した。Figure 
2-20 から、HSA の吸着はほぼ見られずこの濃度範囲で CRP への選択性が示された。  
 
Figure 2-20. CRP binding selectivity toward PMPC obtained at 3h polymerization on SAM A 
below 100 ng/mL of protein concentration. 
 
さらに、より高濃度の 1 mg/mL での HSA の結合におけるグラフト密度および膜厚の
影響について調べた。Figure 2-21 (a)から、濃厚ブラシである PMPC 薄膜(on SAM A)に
対して、希薄ブラシの PMPC 薄膜(on SAM B, C)の結合量がそれぞれ 7.6 倍と 15 倍大き
くなっていることがわかる。濃厚ブラシである PMPC 薄膜(on SAM A)では PMPC 鎖の
平均間隔は 0.79 nm であり、希薄ブラシである PMPC 薄膜(on SAM B, C)の場合はそれぞ
れ 1.79 nm, 2.08 nmである。一方、HSAの直径は 5 nmであることから、希薄ブラシ PMPC
薄膜 (on SAM B, C)では PMPC 鎖の間隔が HSA の直径により近いことがわかる。PMPC
鎖は膨潤ブラシの場合にタンパク質の非特異的吸着を抑制する効果が高くなることが
知られているが、希薄ブラシである PMPC 薄膜 (on SAM B, C)では PMPC 鎖の間隔が大
きすぎてより疎水性となりラフネスの大きい表面になっているため、HSA の非特異的
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吸着を誘発したのではないかと推察される 19), 20)。 このように、1.27 chains/nm2の濃厚
ブラシでは、HSA の非特異吸着を抑制しつつターゲットである CRP を高感度に検出可
能であることが示唆された。一方、濃厚ブラシでの膜厚の違いによる HSA の結合量に
関しては、ほぼ変わらないが膜厚が大きい方がわずかに抑えられていることが読み取れ
る(Figure 2-21 (b))。以上のことから、HSA の非特異吸着は主に PMPC のグラフト密度
とラフネスに影響され、1.27 chains/nm2のようなよりグラフト密度の大きな表面が望ま
れるといえる。 
 
 Figure 2-21. The Comparison of grafting density (a) and thickness (b) on HSA non-specific 
binding at 1 mg/mL towards PMPC thin layers. 
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2-4. 結言 
本研究では特異的リガンドを有するタンパク質認識ナノ空間を構築するために、標的
タンパク質である CRP のリガンドである phosphorylcholine 基のホモポリマー(PMPC)層
を高分子リガンドとして表面開始 AGET ATRP により構築した。PMPC 鎖のグラフト密
度や膜厚を検討することで標的タンパク質に対する高認識能を発現するようなナノ空
間構築のための基礎データを取得することを目指した。グラフト密度の異なる PMPC
薄 膜 は 、 bis[2-(2-bromoisobutyryloxy)undecyl] disulfide を ATRP initiator と し 、 
(11-mercaptoundecyl)tetra(ethylene glycol)との仕込みモル比率を(1:0)、(1:1)、(1:20)と変え
て ATRP initiator の導入率の異なる 3種類の mixed SAMを調製し、これらを用いたMPC
の表面開始 AGET ATRP を行うことで 1.27 chains/nm2, 0.56 chains/nm2 および 0.48 
chains/nm2 と 3 つのグラフト密度を有する PMPC 薄膜を作製した。これらの薄膜は
Ellipsometry 測定によりラフネスの異なる表面となっていることが示唆され、グラフト
密度の最も小さい 0.48 chains/nm2の PMPC 薄膜のラフネスがもっとも大きくなった。ま
た、ATRP initiator 分子のみで調製した SAM A 基板を用いて重合時間を 1h と 3h と変え
て表面開始 AGET ATRP を行うことで 3.4 nm および 4.6 nm の膜厚の PMPC 薄膜の作製
に成功した。SPR 測定による CRP の結合実験の結果から、CRP の結合挙動は表面ラフ
ネスおよびグラフト密度の影響を大きく受けることがわかった。今回検討した中では、
0.56 chains/nm2のグラフト密度を有する PMPC薄膜に対して最もレスポンスが高いこと
がわかった。これは直径が約 9.5 nm で、隣り合う Phosphorylcholine 結合部位の間隔が
4.1 nm である CRP に対して、PMPC 鎖が 1.78 nm の間隔にグラフト化されたブラシにす
ることで PMPC 鎖間に入りやすくなった可能性がある。しかし結合再現性の向上とい
う課題が残った。より重要なこととして、今回検討した中で検出限界濃度に焦点を当て
ると、より濃厚ブラシであるグラフト密度が 1.27 chains/nm2で膜厚が 4.6 nm の PMPC
薄膜の CRP の検出限界濃度が 5.08 ng/mL と算出され、これまでに報告された PMPC を
ベースとした CRP の検出限界濃度(50 ng/mL)を 10 倍上回ることに成功した。一方で、
現在市販されている ELISA 法による多くの CRP 濃度測定キットの検出濃度域は sub 
ng/mL～100 ng/mL であり、sensitivity は 0.022 ng/mL と微小変化を測定できるものが多
い 21)。ゆえに本研究で検討した PMPC 薄膜は現段階では、検出限界濃度や感度が ELISA
法には至っていないが、さらに PMPC 鎖のグラフト密度を最適化し、検出方法につい
ても SPRよりも高感度な検出方法を開発することで ELISAに匹敵するCRPの高感度検
出が望めると考えられる。 
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さらに、HSA の非特異的吸着は膜厚よりもグラフト密度の影響の方が大きく、濃厚
ブラシであるグラフト密度が 1.27 chains/nm2で膜厚が 4.6 nmの PMPC 薄膜が HSAの吸
着量を最も抑制することができた。 
以上のことから、特異的リガンドである phosphorylcholine 基のホモポリマーPMPC 層
は高分子リガンドとして機能し標的タンパク質である CRP を選択的に認識できること
がわかった。さらに膜厚とグラフト密度を調整することで phosphorylcholine 基の導入量
や導入密度を変えることができ、さらに詳細に検討することでより高選択にかつ
sub-ng/mLという低濃度域でのCRPを検出可能なナノ空間を構築できる可能性が示唆さ
れた。さらに、本研究で得られた知見が将来的に炎症性疾患、心疾患ならびにがんの早
期診断に使用できる CRP 検出材料の開発に貢献すると期待できる。 
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2-5. 補足資料 
2-5-1. Ellipsometry 測定生データ 
下記のTable S2-1からS2-3に、ATRP開始基の導入率が異なると示唆されたSAM A, B, 
C上で作製したPMPC薄膜についてEllipsometry測定で得られたΔとΨの25ポイント×3
枚の合計 75 ポイントの生データおよび平均値、標準偏差、CV 値を掲載した。 
 
Table S2-1. PMPC obtained at 3h polmyerization on SAM A 
position  
delta psai Delta psai delta psai 
x y 
-1 -1 105.387 43.377 104.724 43.326 104.768 43.401 
-0.5 -1 105.42 43.377 105.178 43.369 104.514 43.352 
0 -1 105.353 43.382 105.094 43.381 104.556 43.388 
0.5 -1 105.364 43.375 105.032 43.385 104.533 43.369 
1 -1 105.363 43.393 105.024 43.397 104.501 43.39 
1 -0.5 105.312 43.354 105.035 43.391 104.466 43.367 
0.5 -0.5 105.28 43.359 105.046 43.387 104.572 43.374 
0 -0.5 105.309 43.35 104.989 43.381 104.562 43.375 
-0.5 -0.5 105.341 43.36 105.26 43.44 104.635 43.381 
-1 -0.5 105.388 43.358 104.99 43.379 104.6 43.463 
-1 0 105.349 43.357 104.775 43.38 104.535 43.382 
-0.5 0 105.32 43.354 105.009 43.389 104.541 43.382 
0 0 105.345 43.356 105.193 43.386 104.419 43.408 
0.5 0 105.305 43.364 105.234 43.384 104.417 43.355 
1 0 105.351 43.358 105.311 43.384 104.284 43.406 
1 0.5 105.312 43.378 105.07 43.396 104.314 43.34 
0.5 0.5 105.318 43.369 105.028 43.389 104.49 43.356 
0 0.5 105.238 43.238 105.031 43.398 104.48 43.378 
-0.5 0.5 105.239 43.362 105.022 43.392 104.47 43.377 
-1 0.5 105.298 43.356 104.996 43.392 104.516 43.376 
-1 1 105.313 43.362 105.039 43.389 104.463 43.448 
-0.5 1 105.287 43.353 105.024 43.392 104.617 43.358 
0 1 105.307 43.341 104.993 43.387 104.472 43.362 
0.5 1 105.314 43.351 104.986 43.373 104.372 43.348 
1 1 105.294 43.346 105.026 43.391 104.416 43.359 
mean   105.3243 43.3572 105.0444 43.38632 104.5005 43.3798 
stdev   0.042945 0.02769 0.127452 0.017874 0.102712 0.02874 
cv   0.040774 0.063865 0.121332 0.041197 0.098289 0.066253 
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Table S2-2. PMPC obtained at 3h polmyerization on SAM B 
position  
delta psai delta psai delta psai 
x y 
-1 -1 107.182 43.361 107.538 43.357 107.402 43.354 
-0.5 -1 107.181 43.382 107.533 43.353 107.569 43.363 
0 -1 106.997 43.36 107.558 43.352 107.554 43.354 
0.5 -1 107.053 43.367 107.563 43.352 107.533 43.344 
1 -1 107.006 43.359 107.521 43.355 107.535 43.356 
1 -0.5 106.997 43.374 107.502 43.352 107.119 43.36 
0.5 -0.5 107.002 43.372 107.486 43.348 107.592 43.36 
0 -0.5 107.092 43.372 107.481 43.35 107.58 43.359 
-0.5 -0.5 107.174 43.37 107.462 43.346 107.51 43.384 
-1 -0.5 107.187 43.371 107.491 43.349 107.572 43.356 
-1 0 107.227 43.37 107.395 43.338 107.538 43.358 
-0.5 0 107.14 43.359 107.412 43.359 107.473 43.367 
0 0 107.103 43.357 107.395 43.344 107.369 43.356 
0.5 0 107.025 43.358 107.446 43.346 107.58 43.338 
1 0 106.932 43.358 107.486 43.356 107.554 43.344 
1 0.5 106.968 43.37 107.425 43.345 107.578 43.346 
0.5 0.5 107.056 43.368 107.417 43.35 107.596 43.359 
0 0.5 107.119 43.368 107.371 43.342 107.602 43.357 
-0.5 0.5 107.142 43.365 107.354 43.338 107.266 43.37 
-1 0.5 107.117 43.371 107.353 43.33 107.572 43.343 
-1 1 107.098 43.36 107.365 43.338 107.586 43.354 
-0.5 1 107.074 43.36 107.345 43.332 107.485 43.354 
0 1 107.038 43.355 107.343 43.339 107.427 43.366 
0.5 1 107.032 43.351 107.418 43.349 107.503 43.384 
1 1 106.933 43.356 107.478 43.352 107.606 43.355 
mean   107.075 43.36456 107.4455 43.34688 107.508 43.35764 
stdev   0.08242 0.007456 0.069906 0.007672 0.11579 0.01103 
cv   0.076974 0.017193 0.065062 0.017699 0.107704 0.025439 
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Table S2-3. PMPC obtained at 3h polmyerization on SAM C 
position  
delta psai delta psai delta psai 
x y 
-1 -1 107.959 43.374 107.789 43.373 107.274 43.43 
-0.5 -1 107.473 43.34 107.766 43.36 106.766 43.337 
0 -1 107.603 43.354 107.781 43.37 107.626 43.403 
0.5 -1 107.668 43.353 107.786 43.369 107.769 43.408 
1 -1 107.889 43.363 107.564 43.459 107.758 43.414 
1 -0.5 107.141 43.322 107.785 43.401 107.487 43.43 
0.5 -0.5 106.83 43.317 107.791 43.383 107.56 43.408 
0 -0.5 107.363 43.359 107.724 43.384 107.534 43.395 
-0.5 -0.5 107.168 43.337 107.579 43.378 107.39 43.405 
-1 -0.5 107.341 43.352 107.765 43.366 107.627 43.403 
-1 0 107.419 43.376 107.821 43.376 107.898 43.421 
-0.5 0 107.448 43.365 107.165 43.385 107.805 43.411 
0 0 107.648 43.35 107.686 43.395 107.565 43.448 
0.5 0 107.861 43.373 107.804 43.398 107.42 43.394 
1 0 107.792 43.367 107.768 43.39 106.438 43.419 
1 0.5 107.867 43.376 107.624 43.393 108.109 43.427 
0.5 0.5 107.715 43.354 107.813 43.407 107.399 43.402 
0 0.5 107.93 43.368 107.815 43.406 107.332 43.402 
-0.5 0.5 107.275 43.316 107.772 43.397 107.544 43.43 
-1 0.5 107.462 43.356 107.743 43.391 107.32 43.396 
-1 1 107.559 43.329 107.773 43.378 107.789 43.417 
-0.5 1 107.885 43.37 107.653 43.458 107.911 43.416 
0 1 107.805 43.374 107.778 43.406 107.501 43.408 
0.5 1 107.87 43.363 107.54 43.407 107.618 43.41 
1 1 107.65 43.349 107.758 43.383 107.396 43.397 
mean   107.5848 43.35428 107.7137 43.39252 107.5134 43.40924 
stdev   0.29029 0.018318 0.140366 0.024009 0.34665 0.020063 
cv   0.269824 0.042252 0.130314 0.05533 0.322425 0.046218 
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3-1．諸言 
特定のタンパク質を認識可能な材料はタンパク質の分離、分析、病理診断やプロテオ
ミクスといった様々な分野において抗体やレセプターに替わる認識材料として応用可
能であると期待されている。その作製方法の一つとして、Molecular imprinting (MI)法は、
標的分子とそれと相補的な機能性モノマーとの複合体を形成し、架橋剤と共重合した後
にテンプレート分子を除去することによって結合空間をポリマー内に構築する手法で
あり、特定分子を認識可能なポリマー材料が得られることから注目されている。この手
法では共重合後のテンプレート分子除去によって形成された空間内で機能性モノマー
が相互作用部位として機能し、かつその空間が標的分子の形状を記憶しているために、
標的分子を選択的に再結合可能であるため、得られた Molecularly imprinted polymers 
(MIPs)は上記のような分子認識材料として発展してきた。標的分子がタンパク質のよう
な複雑な構造を持つ分子の場合、低分子に比べて数ナノメートルとサイズが大きいこと
や重合中に機能性モノマーとの複合体が溶液中をランダムに動きまわりながら複合体
の周りが架橋されていくために、ポリマー内部に埋没したタンパク質が除去しきれず残
存して結合空間の数が少なくなることや、またポリマー深部で形成された結合空間への
結合速度が遅いことなどが課題として挙げられてきた 1)~ 3)。この問題点の解決策の一つ
として、基板や粒子表面といった MIPs を構築する足場に物理吸着や静電的相互作用と
いった非共有結合、あるいは金属配位結合やリンカー分子を介した共有結合によってタ
ンパク質を固定化し、その状態で grafting from あるいは grafting to により共重合するこ
とによって可能な限りポリマー表層に結合空間を構築する手法が提案されている 4)~ 10)。
そして、こうして得られた MIPs は標的タンパク質の結合親和性が向上することが報告
されてきた。 
また、機能性モノマーの選択も高親和的・高選択的なタンパク質の MIPs 構築には重
要である。従来では、カルボキシル基やアミノ基、アミド基といったタンパク質の表層
に存在する数多くのアミノ酸残基と相互作用する可能性がある官能基を有するモノマ
ーを機能性モノマーとして使用していた。そのため、標的タンパク質との複合体形成時
に相互作用部位を規定できず、また化学量論的に規定された相互作用となる可能性が低
く、抗体―抗原のように標的タンパク質に合わせて正確に相互作用部位を配置した均一
な結合空間を構築することが困難であることも問題として挙げられている。これを克服
するための一つの方法として、生体内分子認識の一つであるリガンド―タンパク質間の
特異的相互作用に着目して、リガンドを有する機能性モノマーを用いて溶液中で重合し
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て得られた MIPs は、リガンドが結合空間内で特異的結合部位として働いて生体内での
分子認識能を示すようになり高選択的な認識が可能であることが報告されている 11)。ま
た、2 章で示したように特異的リガンドのホモポリマー層を構築するだけでも高感度に
標的タンパク質を検出可能であることを示している。 
そこで本研究ではリガンドを基板上に固定し、タンパク質を固定化リガンドに対して
特異的に相互作用させた同じ表面から AGET ATRP による grafting from 法により重合時
間を変えて膜厚を制御してタンパク質認識ナノ空間を有したナノメートルオーダーの
MIP 層を構築するといったタンパク質の新規分子インプリンティング法を提案してい
る。この手法の大きな利点は固定化したリガンドがタンパク質との相互作用部位を規定
して特異的に固定することができることに加えて、形成した認識ナノ空間内で特異的な
相互作用部位として働くことであり、より特異的な認識ナノ空間をポリマー表層に構築
することが期待できる。しかしながら、このようなリガンド―タンパク質間相互作用を
用いたタンパク質の固定方法を用い、かつ同じ表面から表面開始 AGET ATRP によって
認識ナノ空間を構築した MIPs の例は少なく、ポリマー表層に結合空間を精密に構築す
るためのタンパク質固定化条件や重合条件などの詳細な検討がさらに必要とされてい
る 12), 13)。そこで本章では従来なされてこなかった MIP 薄膜作製の精密な合成方法を検
討し、リンガンド―タンパク質間相互作用を用いた特異的認識ナノ空間の構築を目指す。
Figure 3-1 のコンセプト図に示したように、基板上に固定したリガンドがタンパク質の
固定点、および結合空間内での特異的相互作用部位として機能するかどうかを検証し、
さらにそのような固定化リガンドの機能を最大限に発揮するような MIP 層の膜厚など
を検討することにより、タンパク質の高選択的・高親和的認識を達成するために重要な
パラメータを見出す。このような詳細な検討を行うことは、新しいタンパク質認識材料
の設計・合成をする上で有用な知見が得られると考えられる。そのモデル系として本章
では、Figure 3-2 に示したがんや白血病のバイオマーカーとして知られている
Glutathione-s-transferase-π (GST-π)を標的タンパク質に、Glutathione (GSH)を特異的リガン
として用いた GST-π の分子インプリントナノ空間の創製を試みた。 
 
第 3 章 ～緒言～ 
88 
 
Figure 3-1. Concept of this work 
 
 
 
Gluthatione (GSH); sequence: Glu-Cys-Gly) 
 
 
 
Figure 3-2. Structure of GST-π and GSH, and specific interaction of GSH inside G-site 
 
  
OH
H
NN
H
HO
O
NH2
O
O
O
SH
第 3 章 ～実験項～ 
89 
 
3-2. 実験項 
3-2-1．試薬 
Ethanol, CuBr2, L-Ascorbic acid, 2-Hydroxyethyl methacrylate (HEMA), Ethylene diamine 
tetraacetic acid tetrasodium (EDTA-4Na)および Human serum albumin (HSA)はナカライテ
スク株式会社 (Tokyo, Japan)を使用した。Acrylamine, N, N’-Methylenebisacrylamide 
(MBAA)および Dichloromethane (CH2Cl2)は和光純正薬株式会社製を使用した。 
N-[Tris(hydroxymethyl) methyl]acrylamide (THMA), Bis[2-(2-bromoisobutyryloxy)-undecyl] 
disulfide, (11-Mercaptoundecyl)tetra(ethylene glycol), Glutathione-s-transferase-π (GST-π), 
Tris-(dimethylamino)ethyl]amine (Me6TREN)および L-Glutathione (reduced form) (GSH) は
Sigma-Aldrich, United States の物を使用した。Fibrinogen from human plasma (FIB)は
Calbiochem 社 製 、
N-Hydroxysuccinimidyl-15-(3-maleimidopropionyl)-amido-4,7,10,13-tetraoxapentadecanoate 
(MAL-dPEG4-NHS ester) は東洋紡株式会社製(Osaka, Japan)を使用した。また、SPR 用金
基板(superficial area: 120 mm2) は GE ヘルスケア株式会社製、XPS、FT-IR および XRR
測定用には日本分光株式会社製(Tokyo, Japan)の顕微赤外反射ミラー(直径: 0.5, 1.0, 1.5 
cm)を使用した。実験で使用した純水は、Millipore Milli-Q purtification system で精製され
たものを使用した。 
 
3-2-2. 測定機器 
FT-IR測定にはVarian 660 KU-IR (Agilent Inc., California, USA)を使用した。SAMのXPS
測定には JPS-9010MC (JEOL Ltd., Tokyo, Japan)、ポリマーの XPS 測定には PHI-X-tool 
(ULVAC-PHI Inc., Kanagawa, Japan)を使用した。SRP測定には、Biacore3000 (GE Healthcare 
Japan, Tokyo, Japan) を使用した。XRR 測定には SmartLab 3 kW (Rigaku, Tokyo, Japan) を
使用した。また、UV-vis 測定、CD スペクトル測定には JASCO 社製の V-560 型 UV-vis
分光光度計と J-725 型円二色性分散計をそれぞれ使用した。 
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3-2-3. 固定化 GST-π を用いた MIP 薄膜およびリファレンスポリマー薄膜
(Non-imprinted polmyers; NIPs)の作製 
3-2-3-1. GST-π の金基板への固定化 
 下記の Scheme 3-1 にしたがって GST-π固定化基板を調製した。 
 
Scheme 3-1. Preperation of GST-π-immobilized substarate 
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3-2-3-1-1. 金基板上への mixed self-assembled monolayer (mixed SAM)の形成 
各金基板を EtOH および純水でリンスし N2ガスで乾燥させて、UV-O3処理(20 min)あ
るいは Ar etching (5 mA, 10 sec)を行って基板を洗浄した。UV-O3処理(20 min)は後の
HEMA をコモノマーとして MIP を作製するための基板調製のため、Ar etching (5 mA, 10 
sec)は THMA 使用 MIP 作製用の基板調製のために行っている。基板洗浄後すぐに、
Bis(2-(2-bromoisobutyryloxy)undecyl)disulfide/ (11-Mercaptoundecyl)tetra(ethylene glycol) = 
1: 1 (mol 比)で total 1mM に調整した EtOH 溶液に遮光下、25℃にて 24h 浸漬させた。溶
液量は、SPR 用基板に対して 0.5 mL、JASCO 基板(0.5 cm: 0.5 mL, 1.0 cm: 1.0 mL, 1.5 cm: 
1.5 mL)と金基板の面積によって変えている。mixed SAM 膜を形成させた基板を、EtOH
および純水でリンスし、N2ガスで乾燥させ、使用前まで真空下で遮光して保存した。 
 
3-2-3-1-2. カップリング反応による基板表面のマレイミド化 
Mixed SAM 膜を形成させた金基板を 5mM の MAL-dPEG4-NHS の dried CH2Cl2溶液に
遮光下、25℃にて一晩浸漬させてマレイミドの導入を行った。反応終了後、CH2Cl2、EtOH、
純水でリンスして N2ガスで乾燥させ、使用前まで真空下で遮光して保存した。 
 
3-2-3-1-3. マレイミド化した基板への GSH の固定化 
1.0 mg/mL GSH を含む 15 mM PBS (pH 7.4, NaCl: 137 mM) 溶液 1mL にマレイミド化
基板を遮光下、25℃にて 2h 浸漬させた。これを純水でリンスし、真空乾燥させた。 
 
3-2-3-1-4. GST-π の固定化 
100 μg/mL GST-π を含む 15 mM PBS (pH 7.4, NaCl: 137 mM)溶液に GSH 固定化基板を
25℃にて 1h 浸漬させることにより、タンパク質―リガンド相互作用により GST-π の固
定化を行った。これを純水でリンスし N2ガスで乾燥させた。 
 
3-2-3-2. 表面開始 AGET ATRP による固定化 GST-πの MIP 薄膜の作製 
下記の Scheme 3-2 および Table 3-1 に示したレシピで重合し MIP 薄膜を作製した。バ
イアルに L-Ascorbic acid 以外の試薬を各バッファーに溶解させてプレポリマー溶液を
調製した。基板を浸漬させてセプタムと結束バンドで密栓し脱気窒素置換を 10 回行っ
た。そこへ L-Ascorbic acid 溶液を注入し、さらに 5 回脱気窒素置換を行って各温度に設
定した湯浴に容器を浸して重合を開始した。重合後、基板を純水で洗浄し 1 M の
EDTA-4Na 水溶液に 4h 浸漬させてポリマー内部に残存する Cu2+を除去した。純水で洗
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浄して N2 ガスで乾燥させて冷蔵庫で保存した。テンプレートタンパク質の除去は
Biacore 3000 に基板をセットして 1 M NaCl、0.5 w% SDS、0.5 w% SDS (containing 150 mM 
NaCl)水溶液を組み合わせて、resonance unit (RU) 値が平衡に達するまでインジェクショ
ンして行った。 
 
Table 3-1. Recipe for surface-initiated AGET ATRP  
(a) HEMA-based polymer                      (b) THMA-based polymer 
Reagents Concentration [mM]  Reagents Concentration [mM] 
Acrylamide 4.5  Acrylamide 4.5 
HEMA 445.5  THMA 445.5 
CuBr2 10  CuBr2 10 
Me6TREN 10  Me6TREN 10 
Ascorbic acid 10  Ascorbic acid 10 
Solvent 10 mM HEPES-NaOH  
pH 7.4 
 Solvent 15 mM PBS 
pH 7.4 
Temperature 40℃  Temperature 30℃ 
Time 40 min, 1h, 3h  Time 3h 
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Scheme 3-2. Preparation process of MIP thin films 
 
3-2-3-3. 表面開始 AGET ATRP による 2 種類のリファレンスポリマー薄膜
(NIP-GSH, NIP-noGSH)の作製 
3-2-3-3-1. NIP-GSH 薄膜の作製 
上述の”3-2-3-1-3.  マレイミド化した基板への GSH の固定化”まで行った。その後、
GST-π の固定化は行わずに Co-monomer として HEMA を用いた Table 3-1 (a)のレシピに
従って 1h 重合を行い、Figure 3-3 に示したような NIP-GSH 薄膜を作製した。その後の
ポリマー薄膜の洗浄は 3-2-3-2 と同様の手順で行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3-3. Preparation of NIP-GSH by SI-AGET ATRP 
≡ 
≡ 
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3-2-3-6-2. NIP-noGSH の作製 
上述の”3-2-3-1-2.カップリング反応による基板表面のマレイミド化”まで行った。GSH
および GST-π の固定化は行わずにず Co-monomer として HEMAを用いた Table 3-1 (a)の
レシピに従って 1h重合を行って Figure 3-4に示したようなNIP-noGSH薄膜を作製した。
その後のポリマー薄膜の洗浄は同様の手順で行った。 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3-4. Preparation of NIP-noGSH by SI-AGET ATRP 
 
3-2-4. XPS 測定 
作製した Mixed SAM、GSH 固定化基板、各ポリマーの XPS 測定を下記の Table 3-2 に示
した測定条件のもと行った。 
Table 3-2. XPS 測定条件 
Samples Mixed SAMs GSH 固定化基板、Polymers 
Equipment JPS-9010MC (JEOL Ltd., 
Tokyo, Japan) 
PHI-X-tool (ULVAC-PHI Inc., 
Kanagawa, Japan) 
Source Mg Kα (10 kV, 20 mA) AlKα (20 kV, 101 W) 
Take-off-angles 60° 45° 
Pass energy for narrow scans 30 eV 112 eV 
Measure range 0 – 1000 eV 0 – 1000 eV 
Measure area ― 2 mm2 
≡ 
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3-2-5. GST-π の CD spectra 測定 
重合温度(30℃および 40℃)での GST-π の 2 次構造の安定性を調べるために Table 3-3
に示したように各温度にて GST-π の CD spectra 測定を行った。100 μg/mL の GST-π 溶液
を 15 mM PBS pH 7.4 で調製し、まず 25℃での CD spectra を測定しその後 30℃に温度を
上げて 0, 1, 2, 3h 後の CD spectra を測定した。さらに温度を上げて 40℃での CD spectra
も測定した。また、得られた[θ]obs [deg]を下記の式 (3-1)より平均残基モル楕円率[θ] 
[deg・cm2/d mol]を算出して横軸に波長 [mm]、縦軸に平均残基モル楕円率[θ] [deg・cm2/d 
mol]とした各温度での GST-π の CD spectra のグラフを作成した。さらに、α-helix 由来の
極小ピークの一つである 222 nmにおける極小値から各測定条件下での α-helixの含有率
を式(2-2)より算出し、重合温度である 30℃および 40℃において GST-π の 2 次構造が維
持されているか評価した。 
 
Table 3-3. CD spectra 測定条件 
 
 
1．平均残基モル楕円率[θ] [deg・cm2/d mol]の算出 
θ = (
θobs[deg]
セル長[cm] × 残基モル濃度[M]
⁄ ) × 100 [deg・cm2 d mol]⁄              (3 − 1) 
GST-π の Mw：47.5 kDa (分子量分布 45-50kDa の中間値) 
GST-π の残基数 14)：434 
GST-π の濃度：0.1/47500 = 2.11×10-6 [M] 
GST-π の残基モル濃度：2.11×10-6×434 = 0.914×10-3 [M] 
 
 
Equipment J-725 型円二色性分散計 Start  250 nm 
Cell Length  1 cm End  170 nm 
Concentration  0.1mg/mL Resolution  0.1 nm 
Solvent 15mM PBS pH7.4 Band width 1.0 nm 
Temperature 25℃, 30℃, 40℃ for 15mM PBS pH7.4 Sensitivity  200 mdeg 
Data mode  CD Response  2 sec 
Ch2-mode  HT Speed  100 nm/min 
  Accumulation  4 
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2. α-helix 含有率[fH]の算出 
𝑓𝐻 = −
([𝜃]222 + 2340)
30300
× 100 [%]         (3 − 2) 
[θ]222: 222 nm における平均残基モル楕円率 
 
 
3-2-6. XRR 測定 
作製したmixed SAM 及びMIPsの XRR測定を下記の Table 3-4の測定条件に従って行
い、得られた各基板の X 線反射率プロファイルよりフィッティング解析を行った。試
料位置調整条件は 3-5-4 に記載した。 
 
Table 3-4. XRR 測定条件 
Samples Mixed SAM, MIP prepared by using AAm & HEMA as co-monomers 
for 40 min, 1h, and 3h of polymerization times. 
※All substrates were prepared by using JASCO gold substrates. 
Equipment SmartLab 3 kW 
Source CuKα1 radiation, λ= 0.154 nm, Ge(220)×2, Soller slit 5.0 deg 
光学系 平行ビーム PB 
長さ制御スリット 5 mm 
Detector PSA open/ROD adaptor, Soller slit 5.0 deg/RPS adaptor 
Angle range (2θ)  0.0-6.0° 
Measure area 0.7×0.7 cm 
 
Fitting Analysis 
XRR 測定により得られた X 線反射率プロファイルの振動パターンついて、Parratt 
theory を備えている X 線反射率解析ソフトウェア GXRR を用いてフィッティング解析
を行った。解析範囲は振動パターンが見られる範囲を基板ごとに選択した。フィッティ
ング解析に用いる初期条件は、Figure 3-5 の薄膜の層を仮定した。mixed SAM、ポリマ
ーの組成は下記の元素組成比のモデルをソフトウェア上で新たに作成してフィッティ
ング解析の初期設定値として用いた。フィッティング解析は、R 値は 0.20 以下、Chi2
値は 0.001 以下なるべく小さくなるまで行い、各薄膜の膜厚、密度、界面・表面のラフ
ネスを求めた。また、Au bare JASCO 基板については 10 枚、mixed SAM は 3 枚、MIP
膜は 1 枚それぞれ測定した。 
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Figure 3-5. Substrate model for fitting analysis 
 
3-2-7. GSH 分子中の還元型 GSH の割合の UV-vis 測定による算出 
 GSH 分子にはフリーのシステインが存在し、これは空気酸化等を受けて酸化型グル
タチオンになることが知られている。そこで、使用した GSH 分子中に還元型 GSH の割
合を算出することにした。下記の scheme 3-3 で示したように、GSH 分子のフリーの SH
基は 2, 2’-dipyridyl disulfide とのジスルフィド交換反応を受けて比較的安定な
2-mercaptopyridine を 1 等量分生成する。2-mercaptopyridine (peak at 342 nm)と 2, 
2’-dipyridyl disulfide (peaks at 280 nm &233 nm)の吸収波長トップは重ならないため、未反
応の 2, 2’-dipyridyl disulfide が共存していても支障ない。ゆえに scheme 3-3 のジスルフ
ィド交換反応により溶出した 2-mercaptopyridine (peak at 342 nm)の吸光度を測定しあら
かじめ作製しておいた検量線から濃度を算出することで GSH 分子中の SH 基の定量が
行える。 
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15 mM PBS pH 7.4  
Scheme 3-3. Reaction between GSH and 2, 2’-dipyridyl disulfide 
 
a) 検量線の作製 
L-glutathione (reduced form)存在下での 2-mercaptopyridine の検量線の作成を試みた。固
定化の際に使用するバッファーである 15 mM PBS pH 7.4 を溶媒として用い、25 μM と
なるよう L-Glutathione (reduced form)溶液を 3 mL 調製し、これに 3 mM の
2-mercaptopyridine 溶液を下記の Table 3-5 に示したように滴下してそれぞれ 30 sec 撹拌
・Mixed SAM 組成 C: O: H: S: Br= 47: 9: 91: 3: 2 
・MIP 層の組成 C: O: H: N= 9: 4: 17: 1 (Mixed SAM 層は
無視できるものとした) 
Au: 19.3 g/cm
3
, 50~60 nm 程度 
Cr: 7.9 g/cm
3
, 40 nm 程度 
Glass: 2.20 g/cm
3
, 0.0 nm (SiO
2
と仮定) 
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後の溶液の吸光度を測定した。同じ実験を 3 回行って、横軸を 2-mercaptopyridine の最
終濃度、縦軸をその時の溶液の 342 nm における吸光度（25 μM L-Glutathione 溶液には
342 nm に吸収は見られない）として 2-mercaptopyridine の検量線を作成した。 
Table 3-5.  
2-Mercaptopyridine の濃度 [μM] 1 2 5 10 20 50 100 
3 mM 2-mercaptopyridine の添加量[uL] 1 1 3 5  10 30 50 
Total additional volume [uL] 1 2 5 10 20 50 100 
 
b) 還元型 GSH の見積り 
25 μM の L-Glutathione に対して 2 等量 (50 μM)の 2, 2’-Dipyridyl disulfide の混合溶液
を 5 mL×3 つ調製し、室温で撹拌した。4 時間後、各溶液の吸光度測定を行い、検量線
を用いて還元型 GSH 量を見積もった。 
 
3-2-8. SPR 測定によるタンパク質吸着挙動の比較 
すべての SPR 測定は Biacore3000 を用い 25℃、流速は 20 μL/min で行った。再生溶液
および running buffer は実験ごとで異なるため、後の 3-3. 結果と考察の SPR 実験を行っ
ている各セクションにそれぞれ記載している。また、タンパク質の結合シグナルΔ
Resonance unit (ΔRU)は、Figure 3-6 に示したセンサグラムの模式図のように、(タンパ
ク質インジェクション終了してからシグナルが平衡に達する時点(150 sec もしくは 240 
sec での RU)－(タンパク質インジェクション 10 秒前の RU)とした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3-6. How to estimation of ΔRU (each protein binding signal) 
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また、タンパク質が吸着する場合、その SPR 測定値の RU 値は、1 RU ≒ 1 pg/mm2 と
近似できることが知られている 15)。そこで、計測した ΔRU 値を各タンパク質の分子量
で割った値を結合量 ΔRU/Mw [fmol/mm2]として作製した薄膜へのタンパク質の結合挙
動を評価した。さらに、結合挙動について、詳細に検討するために、その一つの手段と
して、下記の式 (3-3)に示した Scatchard 解析を行った。Scatchard 解析では、アナライト
とレセプターが 1：1 で結合すると仮定し、レセプターに結合したアナライトのモル数
B に対する結合しなかったアナライトの濃度 F の比(B/F)を結合したアナライトのモル
数 B に対してプロットした Scatchard plot を作成する。そして、そのプロットの形状か
ら結合様式を読み取ることができ、プロットが直線になった場合、そのプロットの傾き
から結合定数、x 軸との交点から最大結合サイト数を見積もることが可能である。 
 
𝐵
𝐹⁄ = −𝐾𝑎𝐵 + 𝑛𝐾𝑎                          (3 − 3) 
B: Amounts of protein bound [fmol/mm2] calculated by B=ΔRU/Mw 
F: Concentration of free protein [M] calculated by using followed formula. 
F = 𝐶0 − {
∆𝑅𝑈 × 𝑆
𝑀𝑤 × 𝑉
⁄ } 
C0 is initial concentration of proteins 
V is the injection volume (20 μL) 
S is the response area in a flow-cell (1.2 mm2) 
Ka: Binding constant [M-1] 
n: Maximum number of binding cavities [fmol/mm2] 
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3-3. 結果と考察 
3-3-1．XRR 測定による Au bare JASCO 基板の膜厚・密度・ラフネスの評価 
本実験で膜厚の評価に使用している JASCO 社製の Au 基板についての X 線反射率測
定による膜厚・密度・ラフネスの評価した報告例がない。また個体差もあると考えられ
る。そこで、10 枚の Au bare の X 線反射プロファイルを得てフィッティング解析によ
り上記パラメータの算出を行った。その結果を Table 3-6 に示した。 
 
Table 3-6. XRR parameters obtained by fitting analysis of Au bare (n=10) 
Fitting area: 1.0512 - 3.2323 deg., 1.0866 - 2.8346 deg., 1.0866 - 2.9606 deg. 
平均 R 因子: 0.014403, 平均 Chi2： 0.001802 
No. Layer Name 
Thickness 
[nm] 
Stdev 
Density 
[g/cm3] 
stdev 
Roughness 
[nm] 
stdev 
2 Au 61.42 1.23 19.41 0.68 0.92 0.11 
1 Cr 40.71 0.58 7.07 0.38 0.93 0.20 
0 Si 0.00 [-] - 2.20 [-] - 1.34 0.35 
 
3-3-2. XPS 測定および XRR 測定による mixed SAM の形成の評価 
GST-πとGSH間の特異的相互作用を利用して金基板上にGST-πを配向的に固定化し、
かつ同じ表面から表面開始 AGET ATRP により結合空間を構築するために、tetra ethylene 
glycol (TEG)基とATRP開始基を有するmixed SAMをMIP形成の足場として使用してい
る。そこでまず、Br 基が導入されていることを確認するために、mixed SMA 形成前後
の基板の XPS 測定を行った。Figure 3-7 (a)から、mixed SAM 形成後に S と Au の物理吸
着由来(164 eV)ではなく S-Au の化学結合由来の S 2p (162 eV)のピークが出現している
16)。さらに、Figure 3-7 (b)よりから mixed SAM 形成後に Br 3d (69 eV)のピークが現れて
いることがわかる。さらに、XRR 測定により mixed SAM の膜厚は 2.3±0.01 nm (n=3)
と算出された。この膜厚は mixed SAM 中で高く配向していると考えられる
(11-mercaptoundecyl)tetra(ethylene glycol)の理論膜厚に近い。また、反射率プロファイル、
フィッティング解析結果については 3-5-4-2 に記載した。以上の結果から、目的の mixed 
SAM の形成に成功したと言える。 
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Figure 3-7. X-ray photoelectron spectra of S 2p (a) and Br 3d (b). Solid line: after formation of 
the mixed SAM; dotted line: before formation of the mixed SAM. 
 
3-3-3. XPS 測定による Maleimide-functionaliztion の評価 
Schmeme 1に示した金基板の機能化において 3-3-2でmixed SAMの形成を確認できた。
これを用いて 5 mM MAL-dPEG4-NHS dissolved in dried CH2Cl2を Mixed SAM の TEG 鎖
末端の OH 基と NHS との脱水縮合反応により金基板に Maleimide 基の導入を試みた。
Figure 3-8 の反応前後での N 1s の XPS spectra から、Mixed SAM 上では見られなかった
N 1s のピークが MAL-dPEG4-NHS との反応後に出現している。ゆえに MAL-dPEG4-NHS
との縮合反応により Maleimide 基が導入できたことが示された。 
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Figure 3-8. XPS spectra before and after reaction of MAL-dPEG-NHS. 
 
3-3-4. UV-vis spectra 測定による L-Glutathione (GSH)の還元型 GSHの割合の算
出 17) 
今回用いた還元型 L-Glutathione はグ
ルタミン酸、システイン、グリシンが
この順番でペプチド結合したトリペプ
チドである。Figure 3-9 に示したように
グルタミン酸とシステイン間はグルタ
ミン酸側の γ-カルボキシ基とシステイ
ンの α-アミノ基とのペプチド結合でつながっているため、ほとんどのプロテアーゼに対
して耐性を持っており、Glutathione を直接分解できる酵素は γ-グルタミルトランスペプ
チターゼやその類似酵素に限られる。また、システインの SH 基の還元力を用いてタン
パク質中のジスルフィド結合を還元し、自らは酸化される。実際、細胞内においてシス
テインの SH 基により過酸化物や活性酸素腫を還元し、細胞内のチオール基の濃度を維
持する役目や、この SH 基に毒物、薬物、伝達物質などを結合させるというグルタチオ
ン抱合を伴って自ら細胞外に排出することにより細胞の解毒を行っている。本研究では、
Glutathione を金基板に化学修飾したマレイミド基にマイケル付加反応によって固定す
る際に、空気中あるいは溶液中で酸化さて酸化型 Glutathione に変化することが懸念さ
Figure 3-9. Structure of L-Glutathione (reduced form) 
525530535540
In
te
n
si
ty
Binding energy [eV]
(b) O 1s
395400405410
In
te
n
si
ty
Binding energy [eV]
(c) N 1s
第 3 章 ～結果と考察～ 
103 
 
れたため、購入した還元型 Glutathione の安定性について評価した。ジスルフィド化合
物として 2, 2-dipyridyl disulfide を用いた。この溶液に L-Glutathione を弱塩基性条件下で
加えることでジスルフィド交換反応が誘発されて生成する 2-mercaptopyridine に由来す
る 342 nm の吸光度を測定することにより、還元型 L-Glutathione の定量が可能となる。
この試薬用いることで、今回用いた L-Glutathione (reduced form)の還元型が十分に存在
するかどうかを検討することを目的にした。 
 
3-3-3-1. 検量線の作成 
25 μM の L-Glutathione (reduced form)溶液 3 mL に、3 mM の 2-mercaptopyridine 溶液を
最終濃度が 1、2、5、10、20、50、100 μM となるように添加してそれぞれ 30 sec 撹拌
後の溶液の吸光度を測定した結果を Figure 3-10 に示した。これから、横軸を
2-mercaptopyridine の最終濃度、縦軸をその時の溶液の 342 nm における吸光度（25 μM
の L-Glutathione 溶液には 342 nm に吸収は見られない）としてプロットした
2-mercaptopyridine の検量線を Figure 3-11 に示した。得られた検量線は、y = 0.0098x - 
0.0025 (R² = 0.9997)となった。 
 
Figure 3-10. UV-vis spectra of 2-mercaptopyridine dissolved in 15 mM phosphate buffer pH 7.4 
containing 25 μM of GSH. 
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Figure 3-11. Calibration curve of 2-mercaptopyridine solution containing 25 μM GSH 
 (at 342 nm) 
 
 
3-3-3-2. 還元型 GSH の割合の算出 
25 μMの L-Glutathioneに対して 2等量 (50 μM)の 2, 2’-dipyridyl disulfideの混合溶液を
室温で撹拌し、4 時間後の混合溶液の吸光度測定を行った結果を Figure 3-12 に示した。
50 μM の 2, 2’-dipyridyl disulfide 溶液には見られなかった 342 nm にピークトップが見ら
れた。Figure 3-11 の検量線から GSH とのジスルフィド交換反応により溶出した
2-mercaptopyridine の濃度は約 20 μM と算出され、これが還元型 GSH の濃度と同じであ
ることから存在比を計算すると 80 mol%であることが分かった。 
y = 0.0098x - 0.0025
R² = 0.9997
0
0.2
0.4
0.6
0.8
1
1.2
0 20 40 60 80 100
A
b
s.
 [
-]
 (
at
 3
4
2
 n
m
)
Concentration of 2-mercaptopyridine[μM]
第 3 章 ～結果と考察～ 
105 
 
 
Figure 3-12. UV-vis specta before (dotted line) and after (solid line) reaction between 25 μM 
GSH and 50 μM 2, 2’-dipyridil disulfide. 
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3-3-5. GSH 固定化基板に対する GST-π の結合親和性における Buffer の影響 
GSH 固定化基板への GST-π の結合量は、MIP の Binding cavities の数に大きく影響す
ると考えられ、結合親和性が高くかつ Binding cavities 数が多い MIP の構築が求められ
る。固定化 GSH への GST-π の結合は主に、GSH のグルタミン酸とグリシンのカルボキ
シル基、アミノ基およびアミド基と、G-site のアミノ酸残基 (Ser A65, Arg A13, Asp B98, 
Gln A64, Leu A52, TrpA38)との間で働く静電的相互作用、水素結合によるものである。
これらの相互作用は水溶液中の Buffer のイオンの種類、pH や誘電率 (NaCl 濃度など)
の影響を受けると考えられる。そこで本セクションでは、GST-π を固定化 GSH に相互
作用させる時に用いる Buffer の種類について、pH が中性付近で緩衝能を持つ無機化合
物の Buffer である Phosphate buffer と 1 級アミノ基を有する有機化合物の Buffer である
Tris-HCl buffer を用いた。さらに、Phosphate buffer については pH 6.5 および 7.4、NaCl
の有無についても検討し、GST-π の結合親和性および結合量が最大になるような条件を
探索した。Mixed SAM 上に GSH を固定した基板を用いて Table 3-7 に示した SPR 測定
条件により各 Running buffer における GST-π の結合挙動を観察した。GST-π の結合量は
各濃度インジェクション終了から 240 sec 後のシグナルが平衡状態に達した時点の RU
値を計測し、インジェクション 10 sec 前の値を差し引いた値 ΔRU として計測および算
出した。この値を用いて各吸着等温線を書いて Scatchard 解析により結合親和性及び最
大結合サイト数の算出を行った。 
 
Table 3-7. SPR 測定条件 
Equipment Biacore 3000 
Temperture 25℃ 
Flow rate 20 μL/min 
Regeneration 
solution 
0.5 w% SDS + 150 mM NaCl 混合水溶液(30 μL/min, 60 sec×2 回) 
Protein GST-π from equine liver 
Buffers ① 10mM Phosphate buffer pH 6.5 
② 10mM Phosphate buffer pH 7.4 
③ 15mM PBS pH 7.4 
④ 10mM Tris-HCl buffer pH 7.4 
Concentration  ①, ②, ④ 0.0313, 0.0625, 0.125, 0.250, 0.500, 1.00 μM 
③ 0.0313, 0.0625, 0.125, 0.250, 0.500, 1.00, 2.00, 3.00, 4.00, 5.00 μM 
Figure 3-13 (a), 3-14 (a), 3-15 (a), 3-16 (a)にSPR測定で得られた各Running buffer中での
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GST-π の吸着等温線を示した。さらに、Figure 3-13 (b), 3-14 (b), 3-15 (b), 3-16 (b)にそれ
ぞれの Scatchard plots を示した。これから結合定数 Ka [M-1]および最大結合サイト数 nmax 
[fmol/mm2]を算出したものを Table 3-8 にまとめた。まず、pH の影響について着目する
と、①10mM Phosphate buffer pH 6.5 と②10mM Phosphate buffer pH 7.4 のように Buffer の
種類は同じだが pH の異なる Running buffer を用いた場合であっても、Figure 3-13 (b)、
3-14 (b)の Scatchard plot より双方とも右下がりの直線状となったことから、この pH 条
件下では固定化した GSH に対して 1:1 で GST-πが結合していることが示唆される。一
方で、Table 3-8 から双方とも結合定数は 1.95×106 (pH6.5)、1.87×106 (pH 7.4)とほぼ変わ
らないが、最大結合サイト数は 1.88 fmol/mm2 (pH 6.5)に対して 3.16 fmol/mm2 (pH 7.4)と
なり、pH 7.4 の方が約 2 倍大きい値となった。pH 7.4 では pH 6.5 に比べて各アミノ酸
のカルボキシル基とアミノ基との静電的相互作用が大きくなったためより多くの固定
化 GSH に結合することができたことが要因の一つとしてと考えられる。 
次に、同じ pH 7.4 だが Buffer の種類や NaCl の濃度が異なる 3 つの緩衝液②10mM 
phosphate buffer pH 7.4、③ 15mM PBS (NaCl: 137 mM) pH 7.4、④ 10mM Tris-HCl buffer 
pH 7.4 で GST-π の結合挙動を比較した。④の Tris-HCl では Fig. 3-16 (b)の Scatchard plots
が 0.25 μM を極大値とした山型のプロットになっていることから吸着挙動が濃度域に
よって異なることが示唆される。0～0.25 μM では増加しているのでこの濃度域では 1: 1
の結合ではなく、その一方で、0.25～1.00 μM の濃度領域のプロットは右下がりの直線
になっていることからこの濃度域では 1:1 結合つまり固定化 GSH に GST-π が 1 分子ず
つ結合していることが示唆され、この濃度域の結合定数は 7.56×105 M-1 (nmax: 6.85 
fmol/mm2)と算出された。以上のことから、④ 10mM Tris-HCl buffer pH 7.4 を用いると
② 10mM phosphate buffer pH 7.4 (Ka= 1.87×106 M-1 (nmax: 3.16 fmol/mm2))よりも結合定数
がわずかに小さいものの最大結合量は 2 倍であることが示唆された。このように Buffer
の種類によって結合定数が変化したのは、Tris-HCl の 1 級アミンが G-site あるいは GSH
のカルボキシル基と静電的相互作用などが働いて固定化 GSH の G-site への結合が阻害
される可能性が原因の一つとしてあげられる。一方、③ 15mM PBS (NaCl: 137 mM) pH 
7.4をRunning burfferとした場合、結合定数は 6.3 ×105 M-1と② 10mM phosphate buffer pH 
7.4 (Ka= 1.87×106 M-1)の 3分の 1に減少したが最大結合サイト数が 9.4 fmol/mm2とこれま
で検討してきた 3 つの buffer に比べて 1.4~5 倍ほど大きいことがわかる。これは、血漿
等の細胞外のナトリウム濃度 (145 mM)に近いNa+ 濃度である 137 mM NaClを緩衝液に
添加することにより、塩なしに比べて GSH と GST-π間の水素結合、静電的相互作用は
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弱まると考えられるが疎水性相互作用は大きくなり、結合量が増加した可能性が考えら
れる。結合した GST-πは G-site を介して固定化 GSH に結合しているものと mixed SAM
に非特異的に結合しているものが存在する可能性が示唆される。GST-πを固定した状態
で分子インプリンティングする際の Buffer の最適条件が今回検討したもの以外にある
かもしれないが、今回の検討では GST-πの結合量が最大になる 15 mM PBS pH 7.4 を
GST-πの固定化の際の溶媒に選択した。また、GST-π の大きさが約 5 nm であることか
らGST-πがBiacore 3000の 1流路の面積(1.2 mm2)上に単分子層で最密充填された理論上
の最大結合量は 66 fmol/mm2と計算できる。15 mM PBS pH 7.4 で固定した GST-πの最
大結合サイト数 は Scatchard plot より 9.4 fmol/mm2と算出されたことから、理論値の約
6 分の 1 程度(16.7 %)の GST-π が結合されることが推察される。 
 
 
 
Figure 3-13. Binding isotherm (a) and Scatchard plot (b) of GST-π binding behavior toward 
GSH-anchored substrate using 10 mM phosphate buffer pH 6.5 as a running buffer. 
 
0
1
2
3
4
5
6
7
8
9
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
⊿
R
U
/M
w
 [
fm
o
l/
m
m
2
]
GST-π concentration [μM]
（a) binding isotherm
B/F = -1.95 B + 3.66
R² = 0.94
0
1
2
3
4
5
6
7
0 1 2 3 4 5 6 7 8
B
/F
 [
n
L
/m
m
2
]
B [fmol/mm2]
(b) Scatchard plot
第 3 章 ～結果と考察～ 
109 
 
 
 
Figure 3-14. Binding isotherm (a) and Scatchard plot (b) of GST-π binding behavior toward 
GSH-anchored substrate using 10 mM phosphate buffer pH 7.4 as a running buffer. 
 
 
Figure 3-15. Binding isotherm (a) and Scatchard plot (b) of GST-π binding behavior toward 
GSH-anchored substrate using 15mM PBS (NaCl: 137 mM) pH 7.4 as a running buffer. 
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Figure 3-16. Binding isotherm (a) and Scatchard plot (b) of GST-π binding behavior toward 
GSH-anchored substrate using 10 mM Tris-HCl buffer pH 7.4 as a running buffer. 
 
Table 3-8. Binding constant (Ka) and max numbers of binding sites (nmax) 
Buffers Ka [M-1] 
最大結合サイト数
nmax [fmol/mm2] 
① 10mM Phosphate buffer pH 6.5 1.95×106 1.88 
② 10mM Phosphate buffer pH 7.4 1.87×106 3.16 
③ 15mM PBS (NaCl: 137 mM) pH 7.4 6.33×105 9.4 
④ 10mM Tris-HCl buffer pH 7.4 7.56×105 (0.25~1.0 μM) 6.85 
 
3-3-6. CD spectra 測定による GST-π の二次構造の温度安定性の評価 
本研究での MIP 薄膜作製方法では、基板に固定した GSH に標的である GST-π をリガ
ンド―タンパク質間相互作用を利用して固定化した状態で 40℃ないし 30℃にて重合す
る手法をとっている。この重合温度において GST-π が変性していないか確認するために、
本セクションでは GST-π の 2 次構造の温度安定性について検討した。 
Figure 3-17 に各温度での GST-π の CD spectra を示した。25℃、30℃において GST-π
の主要な構造である α-へリックス構造由来と考えられる 210 nm と 220 nm 付近に負の
ピークが見られる。30℃においては 3h 後もそのスペクトルの形状は変わらないことか
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ら GST-π は 30℃では 2 次構造を保っている。40℃においては、両方ともピークトップ
は見られ、40℃においては少し極小値の絶対値が小さくなっている。そこで、式 (3-2)
から GST-π中の α-helix の含有率を算出し、25℃での含有率に対して 40℃では 25 %減
少することがわかったが、完全に構造が崩壊しておらず(Figure 3-18)、重合温度である
30℃および 40℃では GST-π の 2 次構造はある程度維持されていると考えられる。 
 
Figure 3-17. CD spectra of 100 μg/mL GST-π solution dissolved in 15 mM PBS pH 7.4 at 25, 
30, and 40℃. 
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3-3-7. 表面開始 AGET ATRP による MIPs および NIPs 薄膜の作製 
15 mM PBS pH 7.4 contanining 137 mM NaCl にて GST-π を固定化後、Table 3-1 に示し
た重合レシピにて表面開始 AGET ATRP を行った。ここで、Co-monomer として THMA
を用いた重合では 15 mM PBS pH 7.4 (137 mM NaCl)を重合溶媒としているが、HEMA を
用いた重合では 10 mM HEPES buffer を重合溶媒としている。後者については、Phosphate 
buffer 中において ATRP の重合制御に関与する Cu2+がアミンリガンド分子(Me6TREN)と
の金属配位結合によるキレート形成だけでなく、Buffer 中の PO4-と水に溶けにくい
CuPO4 塩を形成して析出することにより重合制御に影響を及ぼすかもしれないことを
懸念したため、HEPES buffer を重合溶媒に使用した。本項では、GST-πおよび ATRP 開
始基を導入した基板を用いて Table 3-1 (a)および(b)に示したレシピで表面開始 AGET 
ATRP を行うことで HEMA あるいは THMA、AAm および MBAA からなるポリマー薄
膜が形成されているかどうかを確認するために、重合前後での FT-IR 測定、XPS 測定を
行った。その後、HEMA を用いた MIP 薄膜については重合時間に伴う膜厚の変化につ
いて XRR 測定により検討した。 
 
3-3-7-1. FT-IR 測定および XPS 測定による各薄膜の形成評価 
3-2-3-2 および 3-2-3-3 にあるように、GST-π と ATRP 開始基を導入した基板から
Co-monomer として HEMA, AAm および架橋剤として MBAA を用いて表面開始 AGET 
ATRP を 40℃で 1h 行って作製した MIP 薄膜と、GST-π を固定せずに同じ重合レシピで
作製した NIP-GSH 薄膜について、双方ともに HEMA, AAm, MBAA からなるポリマー層
が構築されているかどうかを FT-IR 測定または XPS 測定により評価した。FT-IR 測定で
は比較のために Mixed SAM, Maleimide-functionalized substrate, および GSH-immobilized 
substrate も測定したところ、Figure 3-19 の FT-IR 測定の結果(観測範囲：3400~3500 cm-1)
から、Mixed SAM, Maleimide および GSH 基板では特徴的なピークはほぼ見られないこ
とがわかった。一方、重合後の NIP-GSH および MIP 基板では、コモノマーの一つであ
るアクリルアミドの N－H 基由来の N-H 伸縮振動のピークと考えられる 3420 cm-1およ
び 3450 cm-1のピークが出現していることから、表面開始 AGET ATRP による薄膜の形
成が示唆される。また、1650-1515 cm-1付近の C=O 伸縮振動のピークは水の吸収ピー
クが激しくオーバーラップしていたので解析不能であった。 
FT-IR 測定に加えて、GSH-immobilized substrate、Co-monomer として HEMA を用いて
40℃、1h で作製した MIP 薄膜 (MIP-HEMA)、および Co-monomer として THMA を用い
て 30℃、3h で作製した MIP 薄膜  (MIP-THMA)について XPS 測定を行った。
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GSH-immobilized substrate および MIP-HEMA の wide 測定 (binding energy range: 0- 1000 
eV)の結果 (Figure 3-20)に着目すると、MIP-HEMA の C 1s スペクトルから、C=O、C-O 
bond 由来と思われる高エネルギー側にはっきりとした tailing が観測されていることか
ら、HEMA が共重合されていることが示唆されている。さらに、GSH-immobilized 
substrate、MIP-HEMA、MIP-THMA の C 1s, O 1s, N 1s の narrow 測定から C 1s spectra に
着目し、Figure 3-21 のようにそれぞれピーク分離解析を行った。Table 3-9 から重合前後
で、HEMA, THMA 由来のアミド基やカルボニル基由来の C=O bond の比率が 10.47 %か
ら 11.98 % (MIP-HEMA)、14．50 % (MIP=THMA)へとそれぞれ増加していることがわか
った。また、主にヒドロキシル基由来と考えられるC-O bondが14.28 % (GSH-immobilized 
substrate) から 21.89 % (MIP-HEMA)、26.26 % (MIP-THMA)へとそれぞれ増加している
ことがわかる。以上の結果は重合の進行を示唆しており、重合溶媒による重合阻害の影
響はないと推察される。なお、GSH-immobilized substrate、MIP-HEMA、MIP-THMA の
C 1s, O 1s, N 1s spectra は補足資料 3-5-1 に掲載している。 
 
 
Figure 3-19. FT-IR spectra of MIP (a), NIP-GSH (b), GSH-immobilized substrate (c), 
Maleimide-functionalized substrate (d), and mixed SAM (e) with measurement range between 
3400 to 3500 cm-1. 
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Figure 3-20. XPS spectra of GSH-immobilized substarate (a) and MIP (b). 
 
 
 
Figure 3-21. XPS peak separation analysis of C 1s of GSH-anchored substrate (a), MIP-HEMA 
(b), and MIP-THMA (c) 
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Table 3-9. Comparison of element percentage of each C bound between GSH-immobilized 
substrate, MIP-HEMA, and MIP-THMA. 
Entry 
C-C bond 
(285 eV) 
C-O bond 
(286.5 eV) 
C-C=O, N-C=O 
bond (288 eV) 
GSH-immobilized 
substrate  
75.25 14.28 10.47 
MIP-HEMA 66.13 21.89 11.98 
MIP-THMA 59.24 26.26 14.5 
 
3-3-7-2. XRR 測定による MIP 薄膜の膜厚評価 
本分子インプリンティングではGST-πを固定化した同表面で表面開始AGET ATRPを
行うことで結合空間を薄膜表層に構築することを目指している。GST-π 固定化基板は
mixed SAM が約 2.3 nm (3-3-2. XRR 測定結果より), リンカー部分が約 4-5 nm, GST-π の
大きさが約 5 nm であることから、Theoritical な高さは約 11~ 12 nm と推察される。ゆえ
に MIP 薄膜は約 12 nm ほどの膜厚が望まれる。つまり、膜厚が小さすぎても大きすぎ
ても結合空間を薄膜表層に構築することはできないので、膜厚の制御は重要である。そ
こで本セクションでは、40 min, 1h, 3h と重合時間の異なる MIP を作製して XRR 測定に
より膜厚を算出し、重合時間を変えることで膜厚を制御できるかどうか検討することを
目的としている。また、この実験では他のタンパク質の非特異的結合を抑えるために親
水性コモノマーとしてHEMAを用いてTable 3-1 (a)に示したレシピで各薄膜を作製して
いる。 
重合時間が 40 min, 1h, 3h と異なる各 MIP 薄膜の乾燥状態における膜について XRR
測定を行った。得られた各薄膜の反射率プロファイルについてフィッティング解析を行
った結果を Figure 3-22 (MIP 40 min), 3-23 (MIP 1h), 3-24 (MIP 3h)に、解析の結果算出され
た膜厚、ラフネス、密度を Table 3-10 にまとめた。Table 3-10 に示したように、フィッ
ティング解析の膜のモデルにおいて mixed SAM の層を無視したモデルを組み立ててい
るのは、mixed SAM と MIP 層で密度は双方ともに 1.00 g/cm3に近い値であることが予
想されるためである。これは通常、X 線反射率測定によって膜界面での X 線の屈折透
過および反射による、反射 X 線プロファイルへの影響は膜間の密度差が 10 %以上であ
ると顕著に現れるといわれているため、今回は mixed SAM と MIP 層の密度差は無視で
きるとしたモデルを立てている。また、Table 3-10 に示したそれぞれのフィッティング
整合性に関する R 因子はいずれも 0.20 以下であり、Chi2 においても比較的小さい値と
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なっている。また、Figure 3-22、23、24 に示した Simulated curve はいずれも Fitting area
内で Experimental curve に非常に近い curve となっていることがわかる。以上のことらこ
のフィッティング解析で得られた各パラメータ値の信頼性は高いと考えられる。以上の
ことから、乾燥状態の膜厚は 40 min 重合で 7.8 nm, 1h 重合で 13.6 nm, 3h 重合で 16.8 nm
と算出された。Figure 3-25 から、0～1 時間重合の間では重合時間に伴い膜厚が直線的
に増加していることから主にリニアなポリマー鎖が生成しているのではないかと考え
られる。その一方、重合時間 3 時間の膜厚はその直線上には乗っておらず、膜厚の増加
率が低下する挙動となっていることがわかる。これは、重合 1～3 時間の間では、生成
したポリマー間の架橋が始まりリニアポリマーの生成よりもそれら同士で架橋ポリマ
ーが生成するために膜厚の増加速度の低下を招いたと推察される。以上のことから、表
面開始 AGET ATRP では、重合時間を変えることで MIP 薄膜の膜厚を制御可能であるこ
とが示唆された。 
 
Figure 3-22. XRR fitting analysis of MIP 40 min film preprared by SI-AGET ATRP with HEMA 
as a co-monomer for 40 min. 
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Figure 3-23. XRR fitting analysis of MIP 1h film preprared by SI-AGET ATRP with HEMA as a 
co-monomer for 1h. 
Figure 3-24. XRR fitting analysis of MIP 3h film preprared by SI-AGET ATRP with HEMA as a 
co-monomer for 3h. 
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Table 3-10. XRR parameters obtained by fitting analysis (a) MIP 40 min, (b) MIP 1h and (c) 
MIP 3h. 
(a) MIP 40 min   
   
Fitting area: 1.0866 - 2.6614 deg. R 因子: 0.01487 Chi2: 0.00152  
No. Layer Name Thickness [nm] Density [g/cm3] Roughness [nm] Period Func. 
3 MIP (40 min) 7.80  1.18  1.70  Const. 
2 Au 61.86  19.04  0.90  Const. 
1 Cr 41.58  7.20  0.94  Const. 
0 SiO2 0.00[--] 2.20[--] 1.26 Const. 
 
(b) MIP 1h 
    
Fitting area: 1.0866 - 2.6614 deg. R 因子: 0.00631 Chi2: 0.00025  
No. Layer Name Thickness [nm] Density [g/cm3] Roughness [nm] Period Func. 
3 MIP (1h) 13.55  1.31  1.96  Const. 
2 Au 57.24  19.90  0.84  Const. 
1 Cr 40.40  8.30  1.21  Const. 
0 SiO2 0.00[--] 2.20[--] 1.72 Const. 
 
(c) MIP 3h 
  
   
Fitting area: 1.0866 - 2.6614 deg. R 因子: 0.01189 Chi2: 0.00087  
No. Layer Name Thickness [nm] Density [g/cm3] Roughness [nm] Period Func. 
3 MIP (3h) 16.80  1.00  2.10  Const. 
2 Au 65.02  19.21  0.81  Const. 
1 Cr 41.20  8.50  0.75  Const. 
0 SiO2 0.00[--] 2.20[--] 1.33 Const. 
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Figure 3-25. Thickness change of dried MIP films estimated by XRR measurement. 
 
3-3-8. MIP 薄膜に対する GST-π の結合親和性における Running buffer の影響 
GST-π の MIP への結合はキャビティ内に存在する特異的リガンドの GSH への結合能
およびポリマーマトリックスとの相互作用に起因する。これらには静電的相互作用、疎
水性相互作用、van der Walls 力、水素結合などが主に関係しており、緩衝液の種類や塩
濃度に依存することが予想される。また重合溶液で用いた緩衝溶液が必ずしも GST-π
を高親和的に結合可能とは限らない。そこで本項では、無機化合物の緩衝液である 10 
mM phosphate buffer 7.4、および下記に構造式を示した有機化合物の緩衝液で 1 級アミン
を有する10 mM Tris-HCl buffer pH 7.4と同じく有機化合物の緩衝液でスルホ基を有しか
つ重合溶媒として用いた 10 mM HEPES-NaOH buffer pH 7.4 の 3 種類を用いて Table 3-1 
(a)のレシピにて 1h 重合で作製した MIP 1h の GST-π 結合挙動に与える影響について検
討する。GST-π の結合量 ΔRU は各濃度の GST-π 溶液のインジェクションが終了してか
ら 150 sec 後のシグナルが平衡値に達したところとして、分子量で割った ΔRU/Mw を縦
軸に吸着等温線を描いた。 
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Figure 3-26 (a), (b)に 3 種類の緩衝液を用いて MIP 1h への GST-π の結合実験を行った
結果得られた吸着等温線および Scatchard plot を示した。緩衝液の種類によって MIP へ
の GST-π の吸着挙動は異なっていることがわかる。Scatchard plot から結合定数、最大結
合サイト数を算出したところ、Phospate buffer ではプロットは全濃度域で直線にのらず、
低濃度域と高濃度域で結合の様式が異なることが示唆される。Table 3-11 から、低濃度
域 (0.0313～0.25 μM )では結合定数が 1.5×107 M-1で最大結合サイト数が 1.0 fmol/mm2、
高濃度域(0.125～1.0 μM )基では 2.2×106 M-1で最大結合サイト数が 2.5 fmol/mm2となり、
これは固定化 GSH が GST-π の 2 つの結合空間 G-site に低濃度域では 1 つだけ、高濃度
域では 2 つとも結合した可能性、あるいは高濃度域で非特異的な吸着が起こった可能性
が考えられる。一方で、重合溶媒であった HEPES buffer では 0.0312 μM のプロットを
除いてすべて直線状となり(KA= 6.2 ×106 M-1、nmax= 3.5 fmol/mm2)、また Tris-HCl buffer
ではすべて直線状になった(KA= 6.4 ×106 M-1、nmax= 4.7 fmol/mm2)。双方とも phosphate 
buffer の低濃度域の結合定数の 2 分の 1 ではあるが、最大結合サイト数 nmaxが大きくな
り、また低濃度域の結合シグナル ΔRU 値も大きい。また、HEPES buffer と Tris-HCl buffer
を比べると Tris-HCl bufferr の方が結合定数および最大結合サイト数も少し増加した。
MIP に対する GST-π 結合のドライビングフォースは基板上の GSH に対するリガンド―
タンパク質間相互作用に加えて、buffer 中におけるポリマーへの疎水性相互作用や水素
結合なども影響すると考えられる。Tris-HCl と HEPES の構造を見ると Tris は鎖状構造
の 1 級アミンを有しており、HEPES は環状構造の 3 級アミンを 2 つ有している。また、
Trisはヒドロキシル基を 3つ有しているのに対してHEPESは片末端にヒドロキシル基、
もう片末端にスルホ基をそれぞれ 1 つずつ有している。結合実験を行う pH 7.4 におい
ていずれのアミンも完全ではないがポジティブチャージに、スルホ基は完全にマイナス
にチャージしている。Tris-HCl は 1 級アミンの存在により全体としてポジティブチャー
ジを帯びていおり、これによってポリマーマトリックスや GST-π の表層のカルボキシル
⊕ 
⊕ 
H  
H  
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基と静電的相互作用することが考えられるが、3 つ存在するヒドロキシル基の親水性の
ためにこの静電的相互作用が強まることは考えにくいので GST-π の MIP への結合を阻
害するまでには至らないのではないかと推察される。一方、HEPES はシクロ環上の 3
級アミン 2 つと負電荷のスルホ基の両イオン性化合物であり、pH 7.4 では全体的として
弱いポジティブチャージを帯びていると推察される。また Tris-HCl に比べてヒドロキシ
ル基の数が少なくシクロ環を有しているので疎水的である可能性がある。局所的にみる
と負電荷であるスルホ基が GST-π の Lys や Arg 残基のアミノ基、あるいは固定化 GSH
の Glu のアミノ基と静電相互作用し、シクロ環の疎水性も加わって結合が強くなり、
GST-π が MIP へ結合するのを競合的に阻害している可能性が推察される。以上のこと
が、Tris-HCl buffer の方が HEPES-NaOH buffer よりも GST-π の結合定数と最大結合サイ
ト数が少し大きくなった要因としてあげられる。 
結合定数の高さ、低濃度域での結合シグナル ΔRU 値の大きさ、および最大結合サイ
ト数の大きさの 3 つを総合して今回検討した中からは、10 mM Tris-HCl buffer pH 7.4 を
タンパク質の吸着実験で用いる緩衝液として使用することで GST-π の認識能がより高
くなるのではないかと考えられる。また、この時の最大結合サイト数 4.7 fmol/mm2は重
合前の GST-π の最大推定固定量である 9.4 fmol/mm2のほぼ半分になった。つまり、重合
中の GST-π の脱離率とテンプレートの除去率が合わせて 50％程度であることが示唆さ
れた。 
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Figure 3-26. Comparison of binding behavior of GST-π depending on running buffers toward 
MIP thin film prepared by SI-AGET ATRP with HEMA as a co-monomer for 1h at 40 °C. (a) 
Binding isotherms, (b) Scatchard plot. 
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Table 3-11. Effect of kinds of running buffers on binding constant KA and binding maximum 
number nmax of GST-π toward MIP thin film prepared by SI-AGET ATRP with HEMA as a 
co-monomer for 1h at 40 °C.  
Entry GST-π の KA [M-1] GST-π の nmax [fmol/mm2] 
10 mM HEPES-NaOH 
buffer pH 7.4 
6.2×106 (R2= 0.97) 
; 0.063~0.25 μM 
3.5 
10 mM Phosphate 
buffer pH 7.4 
1.5×107 (R2= 0.77) 
; 0.0313~0.25 μM 
1.0 
2.2×106 (R2= 0.81) 
; 0.125~1.0 μM 
2.5 
10 mM Tris-HCl buffer 
pH 7.4 
6.4×106 (R2= 0.96) 4.7 
3-3-9. MIP 薄膜の分子インプリンティング効果 
本セクションでは、HEMA をコモノマーとして作製した MIP, NIP-GSH および
NIP-noGSH 薄膜を用いて標的タンパク質である GST-π の結合挙動を比較し、MIP 中で
GSH がタンパク質の固定点として働いているのか、および形成した結合空間内で結合
サイトとして働くかどうかの鋳型効果について検討することを目的としている。重合時
間は、3-3-5 セクションの膜厚測定で 13.6 nm と算出された 1h として各ポリマー薄膜を
作製した。下記の Table 3-12に示した条件で GST-πの結合実験を行った。各濃度の GST-π
溶液 20 μL をインジェクション終了してから 150 sec 後の Resonance Unit (RU) 値を
GST-π の結合シグナル量 ΔRU としてそれぞれ計測した。その後、下記の表に示した再
生溶液から適切なものを選んで 30 secあるいは 60 secインジェクションして基板の再生
を行った。この操作を各濃度 3 回繰り返した。 
 
Table 3-12. SPR 測定条件 
Equipment Biacore 3000 
Temperture 25℃ 
Flow rate 20 μL/min 
Running buffer 10 mM Tris-HCl buffer  (pH 7.4) 
Regeneration Solutions 1M NaCl aq, 0.5 w% SDSaq, 0.3 w% SDS aq, 0.5 w% SDS + 150 
mM NaCl aq, and 0.075 w% SDS + 150 mM NaCl aq 
Proteins GST-π from equine liver 
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Injection volume 20 μL 
Concentrations 0.0313, 0.0625, 0.125, 0.25, 0.5, 1.0 μM 
 
ここでNIP-GSHはリガンドであるGSHを固定した状態でGST-πを固定せずに重合し
て作製した reference polymer であり、NIP-noGSH は GSH も GST-π も固定せずに重合し
て作製した reference polymer である。Figure 3-27 より、リガンドである GSH を有さな
い NIP-noGSH 基板に対してはいずれの濃度においても GST-π の結合シグナルは
ΔRU/Mw≒0 であり結合挙動は観測されなかった。一方、固定化 GSH を持つ MIP およ
び NIP-GSH 薄膜では GST-π の濃度上昇にしたがって吸着量の増加が観測でき、1 μM に
おいて NIP-GSH では 2.0 fmol/mm2、MIP 薄膜は 4.3 fmol/mm2となり、MIP の結合量は
NIP の約 2 倍大きくなった。以上のことから、固定した GSH が GST-π との相互作用部
位として機能しており、NIP-noGSH への吸着挙動が見られなかったことから、HEMA, 
AAm, MBAA を用いて作製したポリマーマトリックスへの GST-π の非特異的結合はこ
の濃度域では無視できると考えられる。 
 
Figure 3-27. Binding isotherms of MIP, NIP-GSH and NIP-noGSH prepared by SI-AGET ATRP 
with HEMA as a co-monomer for 1h polymerization. 
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さらに、MIP 薄膜と NIP-GSH 薄膜に対する GST-π の親和性について詳しく調べるた
めに、スキャッチャード解析を行った。Figure 3-28 のスキャッチャードプロットから、
MIP および NIP-GSH 薄膜双方ともほぼ直線形となったことから、GST-π は各ポリマー
に対して 1:1 で結合していることが示唆された。ここで GST-π は Figure 3-29 に示したよ
うに N 末端に G-site(GSH の結合サイト)が存在する面対称な homodimer であるため、1
分子中に 2 か所 G-site が存在する。しかしながらリガンドである GSH の結合サイトで
ある G-site の向きがそろっていない 18), 19)。ゆえに、どちらか一方の G-site が固定化 GSH
と相互作用した状態で鋳型形成されることが予想され、結果として MIP への GST-π の
結合様式が 1：1 になったのだと推察される。また、結合定数および最大結合サイト数
を算出すると Table 3-13 のようになった。NIP-GSH に比べて結合定数は MIP の方が 5
倍大きく、最大結合サイト数は 1.2 倍大きくなった。本手法による分子インプリンティ
ングの前での GST-π 固定化量は MIP と NIP-GSH でほぼ同じであると考えられるが、表
面開始 AGET ATRP およびそれに続くタンパク質の除去によって MIP では GSH が固定
化されていた場所に結合空間を構築する。一方、NIP-GSH は GST-π を固定せずに表面
開始 AGET ATRP を行うので結果として一部の固定化 GSH がポリマーマトリックス中
に埋もれてしまうことが考えられる。それゆえ、GST-π の NIP-GSH に対する結合量が
小さくなったと推察される。以上のことから、本分子インプリンティング手法により
GST-π の結合空間を薄膜表層に構築することに成功したといえる。 
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Figure 3-28. Scatchard plots of MIP and NIP-GSH prepared by SI-AGET ATRP with HEMA as 
a co-monomer for 1h polymerization. 
 
 
Table 3-13. Binding constant and maximum number of binding cavities of MIP and NIP-GSH 
estimated by Scatchard plot. 
Polymers Binding constant Ka [M-1] Maximum number of binding cavities n [fmol/mm2] 
MIP 6.4×106 4.72 
NIP-GSH 1.6×106 3.67 
(a) MIP 
(R² = 0.96) 
(b) NIP-GSH
(R² = 0.80) 
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Figure 3-29. Structure of GST-π, a complex of GST-π and GSH, and interaction between GST-π 
and GSH. 
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3-3-10. MIP 薄膜に対する GST-π の結合選択性 
タンパク質の結合選択性は MIP の機能の一つとして非常に重要である。本研究のタ
ーゲットタンパク質であるGST-πは新生組織(胎児および悪性新生物)中および術後の増
悪症例において血清中に高いレベルで検出されること、さらに白血病や溶血性貧血とい
ったいくつかの血液疾患においても血清中の GST-π level が高くなることが知られてい
る 20)~22)。ゆえに、本手法によって作製した GST-π の MIPs は将来的に血液や組織抽出液
などの実サンプル中に含まれる微量な GST-π を検出できるようなプロティンチップへ
の応用を視野に入れているため、血清、血漿中での高い選択性が望まれる。そこで本セ
クションではその先駆けとして、血清中に存在する全タンパク質の約 60%を占めるヒト
血清アルブミン(HSA)および 0.2～0.4 %を占めるフィブリノーゲン(FIB)を対照タンパク
質として選択し(Figure 3-30)、作製した MIP の結合選択性について評価した。 
 
Figure 3-30. Proteins for selective binding experiments (Mw, pI) 
 
重合時間 1h で作製した MIP 1h 薄膜を用いて Table 3-14 に示した条件にて、標的であ
る GST-π および対照タンパク質の HSA と FIB の結合実験を行った。GST-π の吸着量が
比較的飽和に達していると考えられる 0.5 μM インジェクションでの結合量を比較する
ことにより MIP 1h 薄膜のタンパク質の結合選択性について評価した。 
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Table 3-14. タンパク質結合選択性の SPR 測定条件 
Equipment Biacore 3000 
Temperture 25℃ 
Flow rate 20 μL/min 
Running buffer 10 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4) 
Regeneration Solutions 1M NaCl aq, 0.5 w% SDSaq, 0.3 w% SDS aq, 0.5 w% SDS + 150 
mM NaCl aq, and 0.075 w% SDS + 150 mM NaCl aq 
Proteins GST from equine liver, HSA. FIB 
Injection volume 20 μL 
Concentrations 0.5 μM 
 
0.5 μM における各タンパク質の ΔRU/Mw 値を示した Figure 3-31 から、HSA (0.3 
fmol/mm2)と FIB (1.9 fmol/mm2)に対して標的である GST-π の結合量が最も大きい(3.3 
fmol/mm2)ことが読み取れる。ここで、MIP のタンパク質結合選択性を数値化するため
に、下記に示す selectivity parameter (α)を定義したところ、 
α =
∆𝑅𝑈 𝑀𝑤(𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑠)⁄
∆𝑅𝑈 𝑀𝑤(𝐺𝑆𝑇−𝜋)⁄
 
HSA と FIB のα値はそれぞれ、α(HSA)= 0.11 と α(FIB)= 0.59 と算出された。ここで定義し
た selectvitiy parameter は 0.5 μM における結合量の比である。実際にヒト血清、血漿中
から GST-π を検出することを考えると、HSA は未希釈血清中では 60 mg/mL (0.90 mM)
で存在し、FIB は血漿中で 2~4 mg/mL (5.9~11.8 μM)で存在する。それに対して ELISA
法による GST-π の検出濃度域は 9.4~600 ng/mL (0.20~12.63 nM)と非常に小さい。そのた
め、0.5 μM において selectivity parameter が α(HSA)= 0.11 と α(FIB)= 0.59 であるのは選択的
に GST-πを認識できているとは言い難い。特に、FIB の吸着量は大きく選択性向上の
ために MIP 構築条件や結合実験の条件検討が必要であることがわかった。 
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Figure 3-31. ΔRU/Mw comparison of GST-π, HSA, and FIB whose injected concentrations 
were 0.5 μM. (Running buffer: 10 mM Tris-HCl buffer pH 7.4) (n=3) 
 
3-3-11. MIPの GST-π結合選択性における Running buffer中の NaCl添加の影響 
MIP に対する reference proteins (特に FIB)の非特異吸着を最小限にすることはより選
択性の高い MIP を得るために非常に重要である。一般的に、ポリマー表面とタンパク
質間の相互作用は、正あるいは負に帯電した部分で起こる静電的相互作用や、親水性部
分、疎水性部分で起こる van der Waals 力や水素結合、疎水性相互作用によるものである
と考えられている 23)。本実験で用いている pH 7.4 の running buffer 中では、固定化 GSH
のグルタミン酸およびグリシンの α 位のカルボン酸は負に、グルタミン酸の α 位のアミ
ノ基は正に帯電している。ゆえに全体として負に帯電している。Gok たちは FIB の
HEMA ベースのポリマー膜への非特異吸着について研究しており、その中で、pH 7.4
で負に帯電している poly(HEMA-co-acrylic acid)の方が、nonionic poly(HEMA)に比べて非
特異的吸着が増加したと報告している 23)。つまり、彼らの研究で、ポリマー上の negative 
charge が FIB の非特異吸着を増大することが明らかになっている。MIP 1h の膜厚が 13.6 
nm であるため、固定化 GSH が比較的ポリマー表層に近い場所に存在していると考えら
れることから、FIB の MIP への静電的相互作用による非特異吸着が起こっているのでは
ないかと推察される。ゆえに、この静電的相互作用を制御することが出来れば、reference 
proteins の非特異的吸着を抑制できる可能性があるといえる。そこで本セクションでは、
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running buffer に NaCl を添加することによってこれらの相互作用を制御し、HSA、FIB
のポリマーマトリックスへの非特異吸着を抑制できるか検討することにした。NaCl の
濃度は、生理条件に近い 140 mM とし、NaCl を全く含んでいない 0 mM の 2 つの 10 mM 
Tris-HCl buffer pH 7.4 中での GST-π、HSA、FIB の MIP への結合挙動を SPP 測定で評価
した。 
Figure 3-32 に MIP 1h の結合選択性に与える塩濃度の影響を示した。まず reference 
protein の FIB に着目すると、140 mM NaCl を running buffer に加えることで結合量が 1.9 
fmol/mm2から 1.2 fmol/mm2へと約 37%減少した。これは、running buffer 中の NaCl の影
響で FIB と MIP 間に働く静電的相互作用が弱まったからであると考えられる。HSA の
結合量は NaCl の有無にかかわらず結合は 0.38 fmol/mm2と GST-π に比べて小さくほぼ
変わらなかった。一方で興味深いことに、GST-π の結合量は、140 mM の NaCl を running 
buffer に添加することで結合量が 3.3 fmol/mm2から 4.1 fmol/mm2へと約 1.2 倍量に増加
した。以上の結果から各選択性パラメータ α を求めると、HSA は α(HSA) = 0.09、FIB は
α(FIB)= 0.30 と算出され、両者ともに NaCl の添加により選択性パラメータは小さくなっ
たことから、選択性の向上が示された。GST-π の結合量が増加したことについて、理論
的に考えると、GST-π と MIP との相互作用は固定化 GSH との静電相互作用が主な相互
作用であると考えられ、NaCl の添加により結合量が減少すると予想される。しかしな
がら今回は逆に結合量が増加した。これは、GST-π の MIP への相互作用が静電的相互
作用だけでなく van der Waals forces や疎水性相互作用も働いており、NaCl の添加によ
ってこれらの相互作用が強まったことが示唆された。疎水性相互作用は温度に依存しな
いので、本実験での 25℃に加えて 15℃、35℃など異なる温度でタンパク質の吸着実験
を行うことにより、疎水性相互作用の影響がよりはっきりわかると考えられる。以上の
ことから今後の SPR 実験では 10 mM Tris-HCl buffer pH 7.4 containging 140 mM NaCl を
running buffer として使用することにした。 
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Figure 3-32. Effect of salt concentrations on the protein binding selectivity of MIP prepared 
with HEMA as a co-monomer in 10 mM Tris-HCl buffer pH 7.4 with (white) or without 140 
mM NaCl (black) (n=3). 
 
3-3-12. MIP 薄膜に対する GST-π の結合親和性における MIP 層の膜厚の影響 
本分子インプリンティング手法を用いて MIP を作製する際に、より結合親和性の高
く結合量の大きい MIP を得るためには膜厚と GST-π の結合親和性との関連性を明らか
にすることが非常に重要である。そこで本セクションでは、3-3-7 セクションで膜厚を
求めた MIP 1h (13.6 nm)と 3h (16.8 nm)、および単に GSH を固定化した基板(SI-AGET 
ATRP 0h)の 3 種類を用いて GST-π の結合親和性と膜厚の関係性について議論する。 
GST-π 結合実験はすべて Biacore 3000 にて行い、10 mM Tris-HCl buffer pH 7.4 
containing140 mM NaCl を running buffer として用いた。各基板に 0.0313, 0.0625, 0.125, 
0.250, 0.500, 1.00 μM の GST-π 溶液を 20 μL/min で 1 分間インジェクションし、インジェ
クション終了時点から 150 sec 後のシグナルが平衡に達した時点の RU 値を結合シグナ
ル量として計測し、ΔRU/Mw を結合量として吸着等温線を描いた（Figure 3-33）。Figure 
3-33 から、0.0625 μM 以下の濃度では SI-AGET ATRP 0h (GSH 固定化基板)への GST-π
の結合量が大きいが、0.125 μM 以上の濃度では MIP 1h の結合量が最も大きい。1 μM で
の吸着量を比較すると、MIP 1h (5.5 fmol/mm2)は GSH 固定化基板 (3.1 fmol/mm2)に比べ
て 1.8 倍大きい。これは、MIP 1h の膜厚 (13.6 nm)が Mixed SAM (約 2.3 nm)、リンカー 
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(4~5 nm)、GST-πのサイズ (5 nm)を合計した約 12 nm に近いため薄膜表層に GST-π の
結合空間が形成され、結合量が大きくなったのと考えられる。一方、膜厚が 16.8 nm の
MIP 3h では、全体的に結合量が小さく、1 μM での結合量は 1.9 fmol/mm2であり、MIP 1h
に対して 5 分の 3 程度にとどまっている。これは、重合時間が長いため分子インプリン
ティングの過程で固定化 GSH がポリマーマトリックス内に埋没し薄膜の表層に結合空
間が数多く構築されなかったことが原因の一つとして考えられる。GST-π のインジェク
ション濃度の増加と共に結合量が上昇し 0.5 か 1 μM くらいで平衡に達しているのは、
埋没せずに残った固定化 GSH に GST-π が結合した可能性が考えられる。また、スキャ
ッチャード解析(Figure 3-34)を行ったところ、MIP 1h の結合定数 2.6×106 M-1に対して
SI-AGET ATRP 0h は約 2 倍の 1.3×107 M-1、MIP 3h は約 1.3 倍の 3.4×106 M-1と算出され
た(Table 3-15)。これについては、3-3-14 で速度論的解析を行って詳しく議論する。 
 
 
Figure 3-33. Binding isotherms of SI-AGET ATRP 0h (Green), MIP 1h (Pink), MIP 3h (Blue). 
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Figure 3-34. Scatchard plot of SI-AGET ATRP 0h (Green), MIP 1h (Pink), MIP 3h (Blue). 
 
Table 3-15. Binding constant (KA) and selectivity parameters (α(HSA) and α(FIB)) of SI-AGET 
ATRP 0h, MIP 1h, nd MIP 3h using 10 mM Tris-HCl buffer pH 7.4 containing 140 mM NaCl as 
a running buffer. 
Entry 
SI-AGET ATRP 0h 
(GSH-immobilized substrate) 
MIP 1h MIP 3h 
GST-π の KA [M-1] 1.3×107 
R2= 0.94 
2.6×106 
R2= 0.96 
3.4×106 
R2= 0.85 
GST-π の nmax 
[fmol/mm2] 
3.1 7.6 2.4 
α(HSA) 0.46 0.09 022 
α(FIB) 0.68 0.30 0.37 
 
 
3-3-13. MIP 薄膜の GST-π結合選択性における MIP 層の膜厚の影響 
本分子インプリンティング手法を用いて MIP を作製する際に、よりタンパク質の選
択性が高い MIP を得るためには膜厚とタンパク質の結合挙動との関連性を明らかにす
ることが非常に重要である。そこで本セクションでは、SI-AGET ATRP 0h (GSH 固定化
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基板)、MIP 1h (13.6 nm)、MIP 3h (16.8 nm)の膜厚の異なる 3 種類の基板を用いて、下記
の Table 3-16 に示した測定条件でタンパク質吸着実験を行い、MIP の選択性における膜
厚の影響について検討した。 
 
Table 3-16. SPR 測定条件 
Equipment Biacore 3000 
Temperture 25℃ 
Flow rate 20 μL/min 
Running buffer 10 mM Tris-HCl buffer containing 140 mM NaCl (pH 7.4) 
Regeneration Solutions 1M NaCl aq, 0.5 w% SDSaq, 0.3 w% SDS aq, 0.5 w% SDS + 150 
mM NaCl aq, and 0.075 w% SDS + 150 mM NaCl aq 
Proteins GST from equine liver, HSA. FIB 
Injection volume 20 μL 
Concentrations 0.5 μM 
 
Figure 3-35 に膜厚の違いによる各タンパク質の 0.5 μM における吸着量(ΔRU/Mw) を
示し、Table 3-15 に各膜の selectivity parameter をまとめた。重合をしていない GSH 固定
化基板の選択性パラメータはそれぞれ α(HSA)=  0.46、α(FIB)= 0.68 であり、特異的リガン
ドであるGSHが存在しているにもかかわらずFIBの非特異吸着が強く観察されている。
一方、1h 重合で作製した MIP 1h の薄膜では FIB と HSA それぞれ非特異吸着が抑えら
れ、選択性パラメータはそれぞれ α(HSA)= 0.09、α(FIB)= 0.30 と著しく小さくなり、GST-π
への結合選択性が向上した。しかしながら、膜厚がより大きい 3h 重合の MIP 3 h では、
GST-π の結合量が小さくなり、選択性も低下し、選択性パラメータは α(HSA)= 0.22、α(FIB)= 
0.37 と大きくなり、GST-π への結合選択性が低下した。これは、膜厚が大きすぎて GSH
によって固定化された GST-π が重合中に埋没したため、結合空間の数ないしは GST-π
に結合しうる GSH 分子の数が減少したことによると考えられる。 
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Figure 3-35. Effect of the MIP film thickness on the selectivity towards GST-π (black), HSA 
(gray) and FIB (white) in 10 mM Tris-HCl buffer pH 7.4 containing 140 mM NaCl (n=3). 
Protein concentration: 0.5 μM 
 
3-3-14. 異なる膜厚の MIP 薄膜に対する GST-π の結合速度論的解析 
3-3-10 セクションで GST-π の結合挙動が MIP 層構築前後、および MIP 層の膜厚によ
って異なることが示唆された。そこで本セクションでは、GSH 固定化基板、MIP 1h、
MIP 3h に対する GST-π 結合実験について SPR測定で得られたセンサグラムから GST-π
の結合速度論的解析を行う。GST-π の結合速度や解離速度について、MIP 構築および膜
厚の違いによってどのような違いが見られるか評価することにより、GST-π の各膜への
結合挙動について考察を深めることを目的としている。そこで GSH 固定化基板、MIP 1h、
MIP 3h の各膜に対する GST-π (0.5 μM)を流速 20 μL/min で 1 分間インジェクションした
時のセンサグラム(Figure 3-36)に着目して BIAevaluation software の分割解析による速度
論的解析から、各膜に対する GST-π の解離速度定数 kd, 結合速度定数 ka, 結合定数 KA
について評価した。まず各センサグラムを見ると、その形状から解離領域は単純な
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Langmuir 脱着ではなく時間ごとにいくつかの解離速度定数を有していることが予想さ
れた。そのため、数秒ごとにセンサグラムを区切り kdをフィッティング式 (3-4)に従っ
て算出した。そしてそれぞれの kdに対応する kaをこれも数秒ごとに区切ってフィッテ
ィング式 (3-5)により算出し、同時に KAも算出した。そうして得られた KAが、スキャ
ッチャードプロットで求めた KAと同じになるような ka, kd値の組み合わせを Table 3-17
にまとめた。結合速度定数 kaから膜厚の違いによる GST-π の結合様式について考察し
た。そして、GSH 固定化基板、MIP 1h、MIP 3h それぞれの分割範囲についは 3-5. 補足
資料にすべてまとめた(3-5-2-1 (GSH 固定化)、3-5-2-2 (MIP 1h)、3-5-2-3 (MIP 3h))。  
 
＜解離領域、結合領域のフィッティング式＞ 
RU : resonance units of each instant of time   
RU0: the RU value at the commencement of dissociation starting 
kd: dissociation ratio constant 
t0: the dissociation starting time in the dissociation area and the association starting time in 
the association area 
Offset and RI: bulk effect RU values 
ka: the association ratio constant 
C: the injected protein concentration 
Rmax: the theoretical maximum response 
 
Table 3-17 より、速度論的解析により求めた結合速度定数 kaおよび結合定数 KAは、
MIP よりも GSH 固定化基板の方が大きいことが示された。これはおそらく、ポリマー
形成していない固定化GSH基板へのGST-πの結合メカニズムとMIP薄膜への結合メカ
ニズムが異なるためであると考えられる。MIP のように、GSH を有する鋳型を形成す
ると、GST-π が結合できる部分がポリマーの壁で分割される。ゆえに結合空間同士の
cross-talk が抑制されるため、GST-π の MIP への結合は 1 つの結合空間に 1 つの GST-π
が結合するといった形になると考えられる。一方、GSH 固定化基板ではポリマー層が
ないので相互作用部位である GSH が基板上にむき出しになっており、GST-π の固定化
GSH へのアクセシビリティが高くなると考えられる。GST-π に面対称の位置に存在する
Dissociation area: RU = RU0 × exp {-kd (t- t0)} + Offset                      (3-4) 
Association area: RU ={ka C Rmax / (ka C+ kd)} × {1 – exp (-ka C + kd) (t-t0)} + RI  (3-5)  
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2 つの G-sites がむき出しになった固定化 GSH に単に 1:1 で結合するだけでなく、場合
によっては 2 点で相互作用することが考えられる。つまり、ひとつの固定化 GSH がま
ず 1 つの G-site に結合し、続けて他の GSH 分子が G-sites に結合することでより強固な
結合となる。解離速度定数が 0.00566 と非常に小さい領域が大半を占めているのはその
せいであると考えられ、一見したところ MIP 薄膜よりも結合定数 KAが大きくなってい
るようである。一方で、このような結合速度定数と解離速度定数を持つ最大結合サイト
数 Rmaxを比較すると、いずれも MIP 1h の 1/4～1/12 程度である。 
以上のことから、MIP にすることで結合親和性が少し小さくなるが鋳型空間の構築に
より最大結合サイト数つまり binding capacity は増大する。親和性を落とさずに binding 
capacity を増大させるためには結合空間内で多点相互用をするよう設計することによっ
て達成できる可能性が示唆された。 
 
Figure 3-36. Sensor grams of GSH-immobilized substrate, MI 1h, and MIP 3h by using 10 
mM Tris-HCl buffer pH 7.4 containing 140 mM NaCl. 
 
Table. 3-17. MIP 1h, MIP 3h, 0h の ka, kd, KA, Rmaxの比較 
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3-3-15. タンパク質の結合選択性におけるコモノマーの親水性の影響 
最後に、標的でないタンパク質の非特異吸着を抑制する方法として MIP 薄膜の親水
性を向上させることを考えた 24), 25)。そこで、表面開始 AGET ATRP の際の仕込み比が最
も多い 89.1 mol%を占めるコモノマーの HEMA を、より多くのヒドロキシル基を有し、
log P が-2.19 と HEMA の 0.54 より小さい N-[Tris(hydroxymethyl)methyl]acrylamide 
(THMA)に変更することにより、MIP のポリマーマトリックスの親水性の向上を図った。
ここで log P は PALLAS 3.0 (CompuDrug Chemistry Ltd.)により見積もっている。Figure 
3-37 から、THMA をコモノマーとして作製したMIP 薄膜の water contact angle は HEMA
と比べて小さいことがわかり、THMA をコモノマーとして用いることでより親水性の
高い MIP 薄膜を作製できることが分かった。THMA を用いて MIP と NIP-GSH 薄膜を
作製した場合では、Table 3-18 および Figure 3-38 から MIP の結合定数は低濃度域では
NIP-GSH 薄膜よりも少し小さくなったが高濃度域では MIP の方が大きい。また、各濃
度に対する結合量は大きくなっており、最大結合サイト数がMIPの方が大きくなった。
また、THMA で作製した MIP では HEMA で作製した MIP に比べて結合親和性の小さ
い結合空間が形成されていることを示唆している。しかしながら、THMA で作製した
MIP に対する GST-πの結合選択性は、HEMA で作製した MIP に比べると、Figure 3-39
および Table 3-18 から GST-π の結合量は小さくなるが選択性パラメータ α(FIB)は HEMA
を用いて作製した MIP の 0.30 から 0.17 へと小さくなった。これらの結果から FIB の非
特異的吸着はより親水性の高いコモノマーを用いることによって抑制されることがわ
かった。 
 
 
 
 
 
 
Figure 3-37. Water contact angles of MIPs prepared by SI-AGET ATRP using HEMA (a) or 
THMA (b) as co-monomers. 
 
 
  
(a) HEMA (b) THMA 
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Table 3-18. Binding constant (KA) and selectivity parameters (α(HSA) and α(FIB)) of MIP-HEMA 
(1h), MIP-THMA, and NIP-THMA using 10 mM Tris-HCl buffer pH 7.4 containing 140 mM 
NaCl as a running buffer. 
Entry 
MIP-HEMA 
(1h) 
MIP-THMA NIP-THMA 
GST-π の KA 
[M-1] 
2.6×106 
R2= 0.96 
1.1×106 
R2= 0.75 
6.4×106 (0.03125~0.5 μM; R2= 0.71) 
9.3×105 (0.25~1.0 μM; R2= 0.67) 
GST-πの nmax 
[fmol/mm2] 
7.6 4.9 
0.60 (KA= 6.4×106) 
1.7 (KA= 9.3×105) 
α(HSA) 0.09 0.09 N/D 
α(FIB) 0.30 0.17 N/D. 
 
 
Figure 3-38. (a) Binding isotherms and (b) Scatchard plot of GST-π toward MIP (■), NIP-GSH 
(◆) in a 10 mM Tris-HCl pH7.4 containing 140 mM NaCl; each polymer was prepared by 
SI-AGET ATRP using THMA as a co-monomer. 
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Figure 3-39. Comparison of protein binding selectivity between two MIPs prepared by using 
HEMA or THMA as co-monomers. 
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3-4. 結言 
本章では、リガンド―タンパク質間特異的相互作用のモデルとして GSH―GST-π を選
択し、金基板上に固定化した GSH に GST-π を相互作用させた状態で同表面上から表面
開始AGET ATRPを行うことによって薄膜表層に認識ナノ空間を構築する新規分子イン
プリンティング法の確立を目的とし、結合実験でのバッファーの種類や AGET ATRP の
際に用いるコモノマーの種類、薄膜の膜厚などを検討することによって、より GST-π
の選択性・親和性の高い MIP 薄膜の作製を目指した。 
本手法では、固定化した GSH が分子インプリンティング時に GST-π を基板上に配向
固定する固定点として、さらに得られた認識空間内において GST-π に対する特異的な相
互作用部位というダブルの機能を果たすことが期待される。まず、基板上に固定化した
GSHへのGST-πの固定化の際に用いるbufferの種類やpHに着目したところ、15 mM PBS 
pH 7.4 中における GST-π の最大結合量が 9.4  fmol/nm2 (Ka= 6.3×105 M-1)と最も大きく
なることがわかり、固定化 GSH への GST-πの結合が確認された。この基板を用いて表
面開始 AGET ATRP による分子インプリンティング過程において固定化 GSH が GST-π
の固定点として働いているかどうか検証するために、MIP 1h 薄膜だけでなく、固定化
GSH を持たない NIP-noGSH 薄膜および固定化 GSH は有しているが GST-π を相互作用
せずに重合した NIP-GSH 薄膜の 2 つのリファレンスポリマーを作製した。これらはす
べてHEMAをCo-monomerとして1h表面開始AGET ATRPを行うことで作製している。
得られた 3つのポリマーに対するGST-πの結合親和性について 10 mM Tris-HCl bufferpH 
7.4 を Running buffer として用いた SPR 測定を行ったところ、GST-πは NIP-noGSH には
全く結合挙動を示さず、その一方で、NIP-GSH 薄膜および MIP 1h 薄膜に対しては濃度
依存的な結合挙動が見られたことから、固定化 GSH が GST-πの結合部位として機能し
ていることが示唆された。さらに NIP-GSH 薄膜よりも MIP 1h 薄膜に対する結合定数、
最大結合サイト数が大きくなった (Ka; MIP: 6.4×106 M-1, NIP: 1.6×106 M-1, nmax; MIP: 4.7 
fmol/nm2, NIP:3.7 fmol/nm2)ことから、固定化 GSH が GST-πの相互作用部位として働く
だけでなく、GST-πが固定化 GSH に相互作用した状態で重合されることによる認識空
空間構築によって GST-πの結合親和性が向上することが実証された。また、得られた
MIPに対するGST-πの最大結合サイト数は 4.7 fmol/nm2となり固定化時 (9.4 fmol/mm2)
の約半分程度に減少する。その一方で、タンパク質の結合選択性は、GSH 固定化基板
では選択性パラメータがα(HSA)= 0.46, α(FIB)= 0.68 であるのに対して MIP1h 薄膜基板で
はα(HSA)= 0.11, α(FIB)= 0.59 と減少し、固定化 GSH と認識空間構築の相乗効果により
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GST-πの選択性が向上することが示された。しかしながら、特に FIB の非特異的吸着
を抑制する必要性があることが示唆された。そこで Running buffer に 140 mM NaCl を添
加するとMIP 1h の結合定数は 6.4×106 M-1から 2.6×106 M-1と 5 分の 2程度に減少する
ものの、FIB の静電的相互作用によるポリマーへの非特異的吸着が抑えられ、α(FIB)= 
0.30 と半分に低減させることができた。このように Running buffer 中の NaCl がタンパ
ク質の結合能に影響を与えることがわかり、本研究ではより高選択的な結合を達成する
ために 10 mM Tris-HCl buffer pH 7.4 containing 140 mM NaCl を結合実験時に用いること
にした。 
また、本手法では固定化タンパク質と同表面から AGET ATRP を行っており、重合時
間を変えることで膜厚が増加することが本研究で明らかになった。金基板上に固定化し
た GST-πの高さはリンカー分子と GST-πの大きさを合わせて約 12 nmであることが予
想される。膜厚の異なる MIP を作製したところ、乾燥状態ではあるがこの高さに最も
近くその膜厚が 13.6 nm の MIP に対する 1 μM の GST-π の結合量(5.5 fmol/mm2)は GSH
固定化基板 (3.1 fmol/mm2)に比べて 1.8 倍大きいことがわかった。さらに膜厚がそれよ
り大きい 16.8 nmになるとGST-πの結合量が半分以下の 1.9 fmol/mm2に減少することか
ら、膜厚制御が GST-π の結合において重要であるという知見が得られた。また、膜厚の
違いによるタンパク質の結合選択性についても、同様に乾燥状態の膜厚が 13.6 nm の
MIP が最も高選択(α(HSA)= 0.09、α(FIB)= 0.30)であることが判明した。ゆえに、基板上に固
定化したタンパク質の大きさに合わせた膜厚にすることが、高認識能を発現する分子イ
ンプリントナノ空間を構築するうえで重要なポイントであるということが明らかとな
った。さらに、より親水性の高いコモノマーを用いて結合空間を構築することで GST-
πの結合定数は 2.6×106 M-1から 1.1×106 M-1と 2 分の 1 ほど小さくなったが、HSA と
FIB の疎水性相互作用による非特異吸着が低減され、選択性パラメータがα(HSA)= 0.09, 
α(FIB)= 0.17 と小さくなり選択性向上に成功した。これらの結果から、ポリマーマトリ
ックスの親水性も大きく選択性を左右する因子であることがわかった。 
また本手法で作製したMIP薄膜は sub μMの濃度域でGST-πを検出可能であることが
示されたが、これは既存の ELISA 法による検出濃度域 (9.4～600ng/mL (0.198～12.6 
nM))には至っていない。しかしながら上述のように Co-monomer の種類や重合時間のさ
らなる検討を行い、また本章では検討していないが結合空間構築に影響を与えると考え
られるポリマーマトリックスの架橋度やmixed SAM形成時のGSHの固定化率などを調
整することによって達成できる可能性は十分にあると考えられる。以上のことから、本
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新規分子インプリンティング法は高親和性かつ選択性を示すタンパク質の MIPs 薄膜を
作製するのに有効な手法であることが示された。本手法はいずれ、多様な生物学的に重
要なタンパク質とそのリガンドへ応用可能となることが期待できる。 
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3-5．補足資料  
3-5-1．GSH-immobilized substrate、MIP-HEMA、MIP-THMA の XPS 測定結果 
 
 
Figure S3-1. XPS spetra of C 1s (a), O 1s (b), and (c) N1s 
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3-5-2. GSH-immobilized substrate (SI-AGET ATRP 0h)に対する GST-π の結合速
度論的解析 
Figure 3-36 に示した GSH-immobilized substrate の sensor gram を用いて、解離領域を
A~D に分けて解離速度定数 kdをそれぞれ算出した。さらに、その kdを用いて、3 つに
分けた結合領域の結合速度定数 ka を算出した。下記の Figure S3-2 (Dissociation areas; 
A-D)に解離領域、Figure S3-3、S3-4、S3-5、S3-6 に結合領域の分割した範囲を記した。
図中の黒の実線は各領域の sensor gramに対して式 (3-4)および(3-5)でフィッティング解
析したフィッティングカーブである。また、この解析により得られたすべての解離速度
定数、それに対応した結合速度定数、結合定数、最大結合サイト数、Ch2 を Table S3-1
にまとめた。 
 
Table S3-1. Kinetics analysis of GSH-immobilized substrate (SI-AGET ATRP 0h) at 0.5 μM 
解離領域 結合領域 
No. 
(Chi2) 
t0 
[sec] 
t [sec] kd [s-1] R0 
No. t0 
[sec] 
t 
[sec] 
ka 
[M-1s-1] 
Ka [M-1] Rmax 
Chi2 
A 
(0.0) 
117.5 118.5 0.0122 142 
a-1 65.5 69.5 1.23×106 1.01×108 91.9 1.74 
a-2 69.5 105.5 1.62×105 1.33×107 59.1 0.8 
a-3 105.5 117.5 6.6×103 5.41×105 114 0.00398 
B 
(0.0) 
118.5 119.5 0.0711 140 
b-1 65.5 67.5 8.35×105 1.17×107 123 0 
b-2 67.5 90.5 1.2×105 1.68×106 137 0.731 
b-3 90.5 117.5 103 1.41×104 1860 0.214 
C 
(0.0) 
119.5 120.5 0.00566 130 
c-1 65.5 67.5 9.66×105 1.71×108 63  0 
c-2 67.5 81.5 3.04×105 5.37×107 60.7 0.293 
c-3 81.5 81.5 7.59×104 1.34×107 28.8 0.0449 
D 
(0.20
3) 
120.5 155.5 
0.00068
7 
130 
d-1 65.5 67.5 9.75×105 1.42×109 105  0 
d-2 67.5 87.5 2.74×105 3.98×108 61.8 0.327 
d-3 87.5 117.5 6.51×104 9.47×107 22.6 0.388 
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Figure S3-2. Disassociation areas  
 
(a) 解離領域 A (117.5-118.5 sec) (b) 解離領域 B (118.5-119.5 sec) 
(c) 解離領域 C (119.5-120.5 sec) 
 
(d) 解離領域 D (118.5-119.5 sec) 
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Figure S3-3. Binding areas; a-1 (a), a-2 (b), and a-3 (c). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure S3-4. Binding areas; b-1 (a), b-2 (b), and b-3 (c). 
(b) 結合領域 a-2 (69.5-105.5 sec) (a) 結合領域 a-1 (65.5-69.5 sec) 
 
(c) 結合領域 a-3 (105.5-117.5 sec) 
 
(a) 結合領域 b-1 (65.5-67.5 sec) (b) 結合領域 b-2 (67.5-90.5 sec) 
(c) 結合領域 b-3 (90.5-117.5 sec) 
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Figure S3-5. Binding areas; c-1 (a), c-2 (b), and c-3 (c). 
Figure S3-6. Binding areas; d-1 (a), d-2 (b), and d-3 (c). 
(a) 結合領域 c-1 (65.5-67.5 sec) (b) 結合領域 c-2 (67.5-81.5 sec) 
 
(c) 結合領域 c-3 (81.5-117.5 sec) 
(a) 結合領域 d-1 (65.5-67.5 sec) (b) 結合領域 d-2 (67.5-87.5 sec) 
(c) 結合領域 d-3 (87.5-117.5 sec) 
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3-5-3. MIP 1h に対する GST-π の結合速度論的解析 
Figure 3-36 に示した MIP 1h の sensor gram を用いて、解離領域を A~E の 5 つに分け
て解離速度定数 kdをそれぞれ算出した。それぞれの kdを用いて 3～6 つに分けた結合領
域の結合速度定数 kaをそれぞれ算出した。Figure S3-7 (Dissociation areas; A-D)に解離領
域、Figure S3-8、S3-9、S3-10、S3-11 に結合領域の分割範囲を記した。図中の黒の実線
は各領域の sensor gramに対して式 (3-4)および(3-5)でフィッティング解析したフィッテ
ィングカーブである。また、この解析により得られたすべての解離速度定数、それに対
応した結合速度定数、結合定数、最大結合サイト数、Ch2 を Table S3-2 にまとめた。 
 
Table S3-2. Kinetics analysis of MIP 1h at 0.5 μM 
解離領域 結合領域 
No. t0 t kd R0 No. t0 t ka Ka Rmax Chi2 
A 
(0.618) 
121.25 122.25 0.0594 332 
a-1 67.25 68.25 8.37×103 1.4×105 12600 0.00 
a-2 68.25 70.75 7.22×105 1.22×104 79.8 0.8583 
a-3 70.75 80.85 3.16×104 5.33×105 830 0.0957 
a-4 80.85 95.75 1.1×103 1.84×104 13200 0.629 
a-5 95.75 107.25 1.37×103 2.31×104 6120 0.187 
a-6 107.25 120 183 3.07×103 35200 0.317 
B 
(0.581) 
122.25 123.25 0.0291 332 
b-1 67.25 68.25 8.25×103 2.84×105 12700 0.00 
b-2 68.25 70.25 9.77×105 3.36×107 63.1 0.238 
b-3 70.25 85.75 7.51×104 2.58×106 350 0.264 
b-4 85.75 120 246 8.44×103 39300 0.102 
C 
(0.474) 
123.25 127.25 0.0108 304 
c-1 67.25 68.25 8.02×103 7.43×105 12900 0.00 
c-2 68.25 70.25 1.06×106 9.38×107 60.8 0.238 
c-3 70.25 85.75 1.12×105 1.03×107 236 0.264 
c-4 85.75 97.75 5.57×104 5.16×106 187 0.0164 
c-5 98.75 120.75 2.72×104 2.52×106 239 0.0429 
D 
(0.194) 
127.25 135 0.00356 291 
d-1 67.25 68.25 3.14×104 8.81×106 3030 129 
d-2 68.25 79.75 1.64×105 4.61×107 198 0.327 
d-3 79.75 120.75 5.63×104 1.58×107 216 0.388 
E 
(0.0625) 
135 150 0.00139 282 e-all 
どの領域でフィッティングを行っても KAは 10７オー
ダー 
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・解離領域 B (122.25-123.25 sec) 
 
・解離領域 C (123.25-127.25sec)) 
 
・解離領域 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
・解離領域 E (135-150sec) 
 
 
 
Figure S3-7. Dissociation areas  
 
(a) 解離領域 A  (121.25-122.25 sec) (b) 解離領域 B (122.25-123.25 sec) 
(c) 解離領域 C (123.25-127.25sec) (d) 解離領域 D (127.25-135sec) 
 
(e) 解離領域 E (135-150sec) 
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(a) 結合領域 (a-1; 67.25-68.25 sec)          (b) 結合領域 (a-2; 68.25-70.75 sec) 
 
(c) 結合領域 (a-3; 70.75-80.75 sec)          (d) 結合領域 (a-4; 80.75-95.75 sec) 
 
(e) 結合領域 (a-5; 95.75-107.25 sec)         (f) 結合領域 (a-6;107.25-120 sec) 
 
Figure S3-8. Binding areas; a-1 (a), a-2 (b), a-3 (c), a-4 (d), a-5 (e), and a-6 (f). 
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(a) 結合領域 (b-1; 67.25-68.25 sec)          (b) 結合領域 (b-2; 68.25-70.3 sec) 
 
 
         (d) 結合領域 (b-4; 85.75-120 sec) 
 
Figure S3-9. Binding areas; b-1 (a), b-2 (b), b-3 (c),and b-4 (d). 
 
 
 
 
 
 
 
 
(c) 結合領域 (b-3; 70.3-85.75 sec)  
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(a) 結合領域 (c-1; 67.25-68.25 sec)          (b) 結合領域 (c-2; 68.25-70.3 sec) 
 
 
(c) 結合領域 (c-3; 70.3-85.75 sec)            (d) 結合領域 (c-4; 85.75-97.75 sec) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure S3-10. Binding areas; c-1 (a), c-2 (b), c-3 (c), c-4 (d), and c-5 (e). 
(e) 結合領域 (c-5; 97.75-120.75 sec) 
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(a) 結合領域 (d-1; 67.25-68.25 sec)           (b) 結合領域 (d-2; 68.25-79.75 sec) 
 
 
(c) 結合領域 (d-3; 79.75-120 sec) 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure S3-11. Binding areas; d-1 (a), d-2 (b), and d-3 (c). 
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3-5-4. MIP 3h に対する GST-π の結合速度論的解析 
Figure 3-36 に示した MIP 3h の sensor gram を用いて、解離領域を A~C の 3 つに分け
て解離速度定数 kdをそれぞれ算出した。さらに、その kdを用いて、3～5 つに分けた結
合領域の結合速度定数 kaをそれぞれ算出した。下記の Figure S3-12 (Dissociation areas; 
A-D)に解離領域、Figure S3-13、S3-14、S3-15 に結合領域の分割した範囲を記した。図
中の黒の実線は各領域の sensor gramに対して式 (3-4)および(3-5)でフィッティング解析
したフィッティングカーブである。また、この解析により得られたすべての解離速度定
数、それに対応した結合速度定数、結合定数、最大結合サイト数、Ch2 を Table S3-3 に
まとめた。 
 
Table S3-3. Estimation of association rate constant (ka) by kinetics analysis of sensorgram.  
解離領域 結合領域 
No. t0 t kd R0 
No
. 
t0 t ka Ka Rmax Chi2 
A 
(0.553) 
118.5 120.5 0.0549 71.2 
a-1 65.5 67.5 5.7×103 1.04×105 3630  0.00 
a-2 67.5 75.5 1.95×105 3.55×106 41.7  0.074 
a-3 75.5 82.5 2.65×103 4.83×104 1240 0.00678 
a-4 82.5 99.5 1.27×103 2.32×104 2180 0.109 
a-5 99.5 118.5 1.05×103 1.91×104 1690 0.0498 
B 
(0.134) 
120.5 124.5 0.0119 63.8 
b-1 65.5 71.5 7.21×105 6.06×107 37  0.764 
b-2 71.5 109.5 3.99×104 3.35×106 84.6 0.0373 
b-3 109.5 118.5 4.58×103 3.85×105 217 0.0212 
C 
(0.00508) 
124.5 130.5 
0.0027
5 
60.7 
c-1 65.5 71.5 7.4×105 2.69×108 36.1 0.0764 
c-2 71.5 109.5 5.82×104 2.12×107 58 0.0373 
c-3 109.5 118.5 6.23×104 2.26×107 17.4 0.0194 
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・解離領域 A (118.5-120.5 sec)       解離領域 B (120.5-124.5 sec) 
 
 
・解離領域 C (124.5-130.5 sec) 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure S3-12. Dissociation areas 
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(a) 結合領域 (a-1; 65.5-67.5 sec)          
(c) 結合領域 (a-3; 75.5-82.5 sec)           (d) 結合領域 (a-4; 82.5-99.5 sec) 
 
(e) 結合領域 (a-5; 99.5-118.5 sec) 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure S3-13. Association areas; a-1 (a), a-2 (b), a-3 (c), a-4 (d), and a-5 (e). 
 (b) 結合領域 (a-2; 67.5-75.5 sec) 
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Figure S3-14. Association areas; b-1 (a), b-2 (b), and b-3 (c). 
 
Figure S3-15. Association areas; c -1 (a), c-2 (b), and c-3 (c). 
(a) 結合領域 (b-1; 65.5-71.5 sec)   (b) 結合領域 (b-2; 71.5-109.5 sec)  
(c) 結合領域 (b-3; 109.5-118.5 sec)  
(a) 結合領域 (c-1; 65.5-71.5 sec)   (b) 結合領域 (c-2; 71.5-109.5 sec) 
  
(b) 結合領域 (c-3; 109.5-118.5 sec) 
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3-5-5. XRR 測定条件(詳細)、および mixed SAM の測定・フィッティング結果 
3-5-5-1．試料位置調整時の条件 
試料厚 1.0 mm, 試料幅 7.0 mm, 試料高さ 7.0 mm 
☑半割調整条件、☑全反射調整条件 (全反射調整精度:精密, 表面薄膜密度:中) 
☑ωのオフセットをクリア, ☑χ・φ= 0 に設定 
☑おまかせ条件 
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3-5-5-2．mixed SAM の測定・フィッティング結果 
 
 
 
Figure S3-16. Experimentl and fitting curve of mixed SAM 
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(a) mixed SAM -1
Experimental curve
Simulated curve
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(b) mixed SAM -2
Experimental curve
Simulated curve
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(c) mixed SAM -3
Experimental curve
Simulated curve
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Table S3-4. XRR parameters obtained by fitting analysis of mixed SAM (n=3) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
No. Layer 
Name 
Thickness 
[nm] 
stdev 
(thickenss) 
Density 
[g/cm3] 
Roughness 
[nm] 
stdev 
(roughness) 
Period 
Func. 
mixed SAM 
(1:1) 
2.30 0.01 1.09 [--] 0.93 0.23 Const. 
Au 61.58 0.50 19.30 [--] 1.05 0.05 Const 
Cr 40.07 0.74 7.19 [--] 1.29 0.14 Const. 
SiO2 0.00 [--] - 2.20 [--] 1.70 0.26 Const. 
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固定化 Heparin を認識部位とした 
血管内皮細胞増殖因子の 
分子インプリントポリマー薄膜の創製 
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4-1. 緒言 
血管内皮細胞増殖因子(VEGF)は、血管新生やリンパ管新生、胚形成期の脈管形成に
関与する糖タンパク質のサイトカインであり、血管新生を伴う様々な疾患に関与するタ
ンパク質である。例えば、悪性腫瘍組織や細胞では低酸素状態になると悪性腫瘍組織内
あるいは血中の VEGF 値が増加し、血管内皮細胞膜上に存在する受容体 VEGFR に結合
することで細胞増殖のシグナルが核へ伝達される。悪性腫瘍などでは VEGF が異常に増
加することから血管新生が通常の細胞より促進されるため、がん細胞増殖は速い。以上
のことから、組織・細胞内あるいは血中の VEGF 値(数 pg/mL～数 ng/mL)をモニタリン
グすることでがんの増殖状態をリアルタイムで把握することが出来る。VEGF はがん細
胞増殖だけでなく、その血管新生作用を利用した狭心症の治療や細胞シートを用いた組
織再生治療において、血管再生の治療効果を観察するうえでの指標の一つとされており、
治療中の血中や細胞に分泌したVEGF値(数 ng/mL～10 ng/mL程度)を検出することで経
過観察をすることが知られている。通常、VEGF の検出方法としては pg/mL (fM～pM)
オーダーで検出可能な抗原―抗体間の反応を利用した Enzyme-Linked ImmunoSorbent 
Assay (ELISA)法が主に用いられている。近年ではこれに加えて研究段階ではあるが
VEGF のアプタマーを用いて電気化学的に検出する方法も報告されており、pM オーダ
ーでの検出が可能であることから VEGF の新たな検出方法として期待されている 1)～4)。
以上のような血中・細胞中の VEGF 値の測定だけでなく VEGF は特にがん発症時にお
いて、血管内皮細胞増殖因子受容体(VEGFR)への結合を機に誘発される細胞増殖のシグ
ナル伝達を阻止することも求められる。そのため、VEGF の検出だけでなく VEGFR へ
の結合も同時に阻害できるナノ材料があれば、臨床診断や細胞シートの研究での VEGF
値測定材料としてだけでなくがん治療材料など多岐にわたる VEGF 認識・補足材料とし
て貢献できると考えられる。 
VEGF の認識に加えて VEGFR への結合も同時に阻害できるような機構として、本研
究では VEGF のリガンドである heparin との結合に着目した。これは、VEGF が有する
VEGFR結合ドメインとは異なる場所に存在するheparin結合ドメインにリガンド分子で
ある heparin が結合することよって、VEGFR 結合ドメインの構造が変化し VEGFR への
結合が阻害され、細胞増殖が抑制されるという機構である 5)。それゆえに、heparin を相
互作用部位とした VEGF 認識材料があれば、VEGF の検出ツールとしてだけでなくがん
の治療材料として大いに貢献することが期待できる。 
そこで本研究では、第 3 章で確立した固定化リガンドを用いた表面開始 AGET ATRP
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による bottom-up 型 MIP 薄膜創製方法を Heparin(リガンド)－VEGF(標的タンパク質)系
に応用して、VEGFの中でも特に細胞増殖シグナル伝達系を活性するVEGF165に着目し、
これを特異的に認識可能な MIP 薄膜の作製を目指す。詳細は第 1 章の 1-7-3 に記載して
いるが、VEGF165の構造・分子量・pI 値や heparin の構造、およびそれらの相互作用に
ついて Figure 4-1 にまとめた。溶液中における VEGF165への heparin の結合は、heparin
の分子量によって異なることが知られているので、本章ではまず、MIP の結合空間内の
結合部位として機能する heparin の選定を行うことにした。結合部位の標的タンパク質
に対する親和性はMIPの認識能を左右する一つの要素であると考えられるためである。
そこでまず分子量分布の異なる 4 つの heparin 誘導体を合成した。そして SPR 測定によ
り、VEGF165 の結合量が最も大きくなるような固定化 heparin を選定した。その後、固
定化 heparin に対して VEGF165 を相互作用させた基板上で表面開始 AGET ATRP を行っ
て MIP 薄膜を作製した(Scheme 4-1)。この時の重合条件について検討することで、pM 
(sub ng/mL) オーダーにおいて VEGF165を検出可能な MIP 薄膜の創製を目指した。 
 
(a) Structure of VEGF165  
 
 
 
(b) Pattern diagram of VEGF structure and amino acid sequence of Heparin binding domain  
 
 
 
 
←Amino acid sequence of heparin binding domain 
α‐helix structure  
(main amino acid of 
heparin binding domain: 
Arg39, Arg35, Arg 30) 
Heparin binding domain 
C 末端: 110~165 amino residues 
Receptor binding domain 
N 末端: 8-109 amino residues 
VEGF165 
Mw: 45 kDa 
pI value: 7.6 
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 (c) Strucutre of hearin 
 
 
Figure 4-1. Structure of VEGF165 (a), (b) and heparin (c) 
 
 
Scheme 4-1. Concept of this work 
 
 
 
 
 
 
 
≒
≡ 
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4-2. 実験項 
4-2-1. 試薬 
Ethanol (EtOH), CuBr2, L-ascorbic acid, ethylene diamine tetraacetic acid tetrasodium 
(EDTA-4Na), 2,2’-bipyridine, NaCl および human serum albumin (HSA)はナカライテスク
（株）社製(Kyoto, Japan)を使用した。Dichloromethane, high molecular weight heparin 
(HMW-heparin), p-amonothiophenol, 酢酸(AcOH), および陽イオン交換樹は和光純正薬
（株）社製 (Osaka, Japan)を使用し、 dichloromethane は蒸留してから用いた。
2-methacryloyloxyethyl phosphorylcholine (MPC)は日油（株）社製(Tokyo, Japan)を用いた。
Low molecular weight heparin (LMW-heparin) は iduron (Manchester, UK) 社 製 、
2-picoline-borane (pic-BH3)と 5,5’-Dithiobis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB; Ellman’s reagent)は
東京化成工業 (株 ) 社製  (Tokyo, Japan) を用いた。また、 11-sulfanyloundec-1-yl 
2-bromo-2-methylpropionate は Prochimia Surfaces Sp. zo. o. (Poland) 社製を使用した。
2-{2-[2-(2-Mercaptoethoxy)ethoxy]ethoxy}ethanol, (11-mercaptoundecyl)tetra(ethylene glycol), 
Albumin from bovine serum (BSA), Triton X-100 は Sigma–Aldrich (USA)製を使った。
N-Hydroxysuccinimidyl-15-(3-maleimidopropionyl)-amido-4,7,10,13-tetraoxapentadecanoate  
(MAL-dPEG4-NHS)は東洋紡社製 (Osaka, Japan)を , vascular endothelial growth factor 
(VEGF165)はサーモフィッシャーサイエンティフィック・ライフテクノロジーズジャパ
ン社製の型番 PHC9394 および、Humanzyme Inc.製(Chicago, USA)の型番 H-1038 を使用
した。 Endotoxin-free HSAはHumanZyme Inc.製(Chicago, USA)の型番HZ-3001を用いた。
純水は Millipore Milli-Q purification system によって精製したものを用いた。Gold-coated 
SPR sensor chips (superficial area used in protein binding: 120 mm2)は GE Healthcare （株）
社製(Tokyo, Japan)を、X-ray photoelectron spectra (XPS)測定用には JASCO (Tokyo, Japan)
社製の顕微赤外反射用ミラー(金基板)を用いた。分画分子量(MWCO) 10000 および 5000
の限外濾過膜は Sartorius 社製(German)の Vivaspin 500 を用いた。殺菌水用調整には
ADVANTEC 社製のポリエーテルサルホンタイプメンブレンフィルター
25SS020RS(dismic)を用いた。 
 
4-2-2. 測定機器 
1H-NMR 測定には日本電子(株)社製の JEOL JNM-LA300FT NMR SYSTEM (300 MHz)
を使用した。凍結乾燥機は東京理科機器(株)社製の FDU-1200 型(Tokyo, Japan)を用いた。
XPS 測定には PHI X-tool (ULVAC-PHI, Inc., Kanagawa, Japan)を用いた。UV-vis 測定、CD
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スペクトル測定には JASCO (株)社製の V-560 型 UV-vis 分光光度計と J-725 型円二色性
分散計をそれぞれ使用した。Biacore 3000 (GE Healthcare Japan, Tokyo, Japan)を用いて
SPR 測定を行い、タンパク質の吸着特性について検討した。 
 
4-2-3. heparin のチオール誘導体化 
分子量分布の異なる2つのHMW-heparin (Mw: 6000~12000) およびLMW-heparin (Mw: 
1800~7500)を用いて分子量分布の異なる 4 つの heparin チオール誘導体 (HepSH)を下記
の Scheme 4-2 に従って還元的アミノ化反応により合成した。 
各 Heparin 約 5.56 μmol (ave.) (HMW-heparin; 50 mg, LMW-heparin; 25.9 mg)を
H2O/AcOH 1 mL に溶解し、p-amonothiophenol (3.48 mg; 27.8 μmol; 5 eq.)および還元剤と
して pic-BH3 (5.7 mg; 27.8 μmol; 5 eq.)6) を 40～70 μL の MeOH に溶解させたものを加え
て室温で 24~ 48 h激しく攪拌した。順相 TLCにて反応追跡 (展開溶媒: 酢酸エチル, UV)
し、Rf= 0.8, 0.75, 0.63 (p-aminothiophenol, pic-BH3由来のスポット)に加えて Rf= 0.35, 0
の 2 つの New spots が出現した。 
HMW-Heparinの方は、反応溶液をCH2Cl2で3回洗浄することによりp-aminothiophenol, 
pic-BH3および Rf= 0.35の化合物を除去し、水相を凍結乾燥して 36.96 mg (unfractionated)
の白色粉末を得た。このうち一部を使って分画分子量 (MWCO) 10000 および 5000 のフ
ィルタで限外ろ過して分子量分布が Mw: 6000~10000 と Mw: 10000~ 12000 の
HMW-HepSH を得た。 
LMW-Heparinの方は、まず反応溶液をCH2Cl2で洗浄して p-aminothiophenolと pic-BH3
を除去した。さらに水相に、一晩純水で膨潤させた陽イオン交換樹脂数百 mg を加えて
30 分室温で攪拌したのち固相抽出用のカラムに詰めて流し出して Rf=0.35 の化合物を
樹脂に吸着させて溶液を精製した。得られたろ液(水相)を凍結乾燥して 10 mg の黄色粉
末を得た。 
以上得られた HepSH について 1H-NMR, UV-vis, CD spectra 測定を行い、各 heparin へ
の p-aminothiophenol の導入および heparin の helix 構造の保持について評価した。また、
Ellman’s reagent により SH 導入率を算出した。 
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(a) Structure of HWM-heparin & HMW-HepSH 
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(b) Structure of LWM-heparin & LMW-HepSH  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Scheme 4-2. Synthesis of thiolated heparins (HepSH); (a) HMW-heparin and (b) LMW-heparin 
(X= H or SO3-, Y= Ac, SO3-, or H) 
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4-2-4. UV-vis spectra 測定 
4-2-4-1. 各種 heparin 化合物の UV-vis spectra 測定 
 p-aminothiophenol との反応で得られた各種 HepSH について、thiophenol 由来の吸収ス
ペクトルが見られるか確認するために UV-vis spectra 測定を行った。条件は下記の Table 
4-1 に示したとおりである。 
 
Table 4-1. 各種 thiolated heparin, HMW-heparin, LMW-heparin, p-aminothiophenol の UV-vis 
測定条件 
Equipment V-550 分光光度計 
Temperture 25°C 
Solution Pure water 
Samples LMW-heparin 
LMW-hepSH 
0.5 mg/mL 
HMW-heparin 
HMW-hepSH (unfractionated)  
HMW-hepSH (Mw 6000-10000)  
HMW-hepSH (Mw > 10000)  
1.0 mg/mL 
p-aminothiophenol 100 μM 
Mesure range 200~ 500 nm 
Aqquration  1 time 
 
4-2-4-2. Ellman 試薬による各 HepSH の SH 基の導入率の算出 
各種得られた HepSH と p-aminothiophenol それぞれ約 10 μM に対して Ellman 試薬 50 
μM となるよう 10 mM phosphate buffer pH 8.0 (1 mL)で調製した。得られた HepSH だけ
でなく  p-aminothiophenol とも Ellman 試薬と反応させているのは、Ellman 試薬で
p-aminothiophenol の SH 基が何パーセント置換させるか確認するためである。これら混
合溶液調製直後を反応 0h として 25℃でインキュベートし、数時間おきに混合溶液の
UV-vis spectra (200~ 500 nm)を測定した。5-Mercapto-2-nitrobenzoic acid (TNB) 由来の 412 
nm における吸光度が平衡に達するまで測定した。 
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4-2-5. CD spectra 測定 
p-aminothiophenol との反応前後で heparin の helix 構造が保持されているか CD spectra
測定により確認した。下記 Table 4-2 にその測定条件を示した。 
測定サンプル：LMW-heparin (Mw: 1850~ 7500; Mwave.: 4650), LMW-HepSH (Mw: 1925.19~ 
7625.19; Mwave.: 4775.19), HMW-heparin (Mw: 1850~ 7500; Mwave.: 4650), HMW-heparin 
(Mw: 6000~ 12000), HMW-HepSH (unfractionated) (Mw: 6125.19~12125.19; Mwave.: 9125.19), 
HMW-HepSH (Mw: 6125.19~10125.19; Mwave.: 8125.19), HMW-HepSH (Mw: 10125.19~ 
12125.19; Mwave.: 11125.19) 
 
Table 4-2. CD spectra 測定条件 
Samples LMW-heparin, 
LMW-HepSH 
HMW-heparin 
各種 HMW-HepSH 
Equipment J-725 型円二色性分散計 
Cell Length  1 cm 1 cm 
Concentration 0.5 mg/mL  1.0 mg/mL 
Solvent Pure water Pure water 
Temperature  25°C 25°C 
Data mode  CD CD 
Ch2-mode  HT HT 
Start  250 nm 250 nm 
End  190 nm 190 nm 
Resolution  0.2 nm 0.5 nm 
Band width 1.0 nm 1.0 nm 
Sensitivity  50 mdeg 100 mdeg 
Response  1 sec 1 sec 
Speed  50 nm/min 50 nm/min 
Accumulation  3 3 
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4-2-6. 固定化 heparin 上での VEGF165 インプリントポリマー薄膜の作製 
4-2-6-1. mixed SAM の形成 
 Au-coated SPR 基板を EtOH および純水でリンスし N2ガスで乾燥後、UV-O3処理(20 
min) 行 っ て 基 板 を 洗 浄 し た 。 そ の 後 た だ ち に 、 11-sulfanyloundec-1-yl 
2-bromo-2-methylpropionate (0.5 mM)および(11-mercaptoundecyl)tetra(ethylene glycol) (0.5 
mM)の混合 EtOH 溶液 1 mL に浸漬させた(at 30 °C, for 24 h)。mixed SAM を形成した基
板を EtOH、純水でリンスし N2ガスで乾燥後、遮光下真空中で保存した。 
4-2-6-2. マレイミド基の導入 
 Mixed SAM 膜を形成させた金基板を 5mM の MAL-dPEG4-NHS の dried CH2Cl2溶液 1 
mL に浸漬させて N2雰囲気下のもと遮光して 25℃にて 18h マレイミド基の導入を行っ
た。反応終了後、CH2Cl2、EtOH でリンスして N2ガスで乾燥させ、使用前まで真空下で
遮光して保存した。 
 
4-2-6-3. マレイミド化した基板への HMW-HepSH のマイケル付加反応による
固定化 
 マレイミド基を導入した金基板のうち SPR 基板は専用のテフロンセルに装着した。
JASCO 金基板については金の面積に合うようにカットしたシリコンシートフレームを
密着させた。そのフレーム内の容積は約 100 μL であった。合成で得られた HepSH はチ
オール化されたものとそうでないものの混合物であるため、チオール化された heparin
の濃度が約 40 μMとなるようHMW-heparinの溶液を 10 mM Phosphate buffer pH 7.0中で
調製し、テフロンセルないしシリコンフレーム内に 100 μL 注入した。25°C で 2h イン
キュベートして Heparin の固定化を行った。その後、100 μL の 10 mM Phosphate buffer pH 
7.0 でセル内を 3 回洗浄した。反応溶液に pH 7.0 の 10 mM Phosphate buffer を用いたの
は、マレイミド基と SH 基の反応性が pH 6.0~7.0 が最も効率が良いとされているためで
ある。 
 
4-2-6-4. 未反応で残存するマレイミド基のキャッピング 
 マレイミド基と SH基のマイケル付加反応はクリック反応と同様で反応効率が高いと
言われているが、HMW-HepSH は分子量が大きいため基板上に未反応のマレイミド基が
残存している可能性がある。そこで、低分子のチオール化合物である
2-{2-[2-(2-Mercaptoethoxy)ethoxy]ethoxy}ethanol (Figure 4-2)を用いて残存するマレイミ
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ド基のキャッピングを行った。500 μMの 2-{2-[2-(2-Mercaptoethoxy)ethoxy]ethoxy}ethanol
の 10 mM phosphate buffer pH 7.0溶液を 100 μLテフロンセルないしシリコンフレーム内
に注入し、25°C で 1h インキュベートした。その後、100 μL の 10 mM phosphate buffer pH 
7.0 でセル内を 3 回洗浄した。 
HO
O
O
O
SH 
Figure 4-2. Structure of 2-{2-[2-(2-Mercaptoethoxy)ethoxy]ethoxy}ethanol 
 
4-2-6-5. VEGF165 の固定化 
 セル内を 10 mM phosphate buffer pH 7.4 で置換したのち、VEGF165ストック溶液(100 
μg/mL in殺菌水 containing 0.1 w% endotoxin-free HSA or BSA)を 10 mM PB pH 7.4で 10倍
希釈して 10 μg/mL とし、Scheme 4-3 の右下図のようにテフロンセル中に 100 μL 入れて
25℃で 2h インキュベートした。その後、10 mM PB pH 7.4 で 100 μL×3 回洗浄し、乾燥
させないように約 10 μL の純水を基板表面になじませておいた。 
 
4-2-7. SPR 測定による分子量の異なる HepSH の固定化量の比較 
SH基を導入した各種 heparinを固定化した基板に対するVEGF165の結合親和性につい
て評価するために、一定量の固定化 heparin に対する VEGF165の結合量を比較する必要
がある。そこで、マレイミド基で機能化した金基板を 4-2-6-1.および 4-2-6-2.にしたがっ
て用意し、これを Biacore 3000 にセットして 4 つある流路 fc1,2,3,4 それぞれに SH 基を
導入した heparinの濃度が 40 μMとなるよう調製した各HepSH溶液を 70 μLインジェク
ションして結合シグナル値を計測した。さらに未反応のマレイミド基をキャッピングす
るために 500 μM の 2-{2-[2-(2-mercaptoethoxy)ethoxy]ethoxy}ethanol も続けてインジェク
ションして、その後 4-2-9 で示す条件で VEGF165 をインジェクションし、各固定化
heparin に対する VEGF165の結合能について比較し、最も結合量が多い heparin を選定し
た。詳しい実験条件は Table 4-3 に記載している通りである。このとき、インジェクシ
ョンするサンプル溶液はすべて running buffer である 10 mM phosphate buffer pH 7.0 で希
釈して調製した。 
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Table 4-3. Heparin immobilization & Capping reaction における SPR 測定条件  
Equipment Biacore 3000 
Temperture 25°C 
Flow rate 10 μL/min 
Running buffer  10 mM Phosphate buffer pH 7.0 
Injection thiolated 
heparins 
Fc1: LMW-HepSH 445 μg/mL  
(thiolated Hep: 40μM) 
Fc2: HMW-HepSH (unfractionated) 760 μg/mL 
(thiolated Hep: 40μM) 
Fc3: HMW-HepSH (Mw: 6000~10000) 905 μg/mL 
(thiolated Hep: 40μM) 
Fc4: HMW-HepSH (Mw: >10000) 880 μg/mL 
(thiolated Hep: 40μM) 
Injected capping 
reagent 
2-{2-[2-(2-Mercaptoethoxy)ethoxy]ethoxy}ethanol, 500 μM 
Injection volume Each heparin: 70 μL 
Capping reagent: 20 μL 
ΔRU report point of 
Heparin immobilization  
10 min after capping reagent injection finish 
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Scheme 4-3. Preparation of VEGF165 immobilized substrate 
 
4-2-8. 表面開始 AGET ATRPによる VEGF165インプリントポリマー薄膜の作製 
4-2-8-1．表面開始 AGET ATRP 
下記の Figure 4-3 のレシピに従い、L-Ascorbic acid 以外を 120 μL の 10 mM Tris-HCl 
buffer に溶解させて別容器でフリーズポンプソーにより脱気しておいた。また、
L-Ascorbic acid 溶液も調製し別容器でフリーズポンプソーにより脱気しておいた。純水
をなじませておいた VEGF165 固定化基板を下図のようにシュレンクフラスコ内に固定
し、5 回脱気窒素置換を行った。Figure 4-3 のようにシリンジで① プレポリマー溶液、
第 4 章 ～実験項～ 
178 
 
② L-Ascorbic acid 溶液の順で注入し、再度シュレンクフラスコ内を 5 回脱気窒素置換
し、真空下にした。L-Ascorbic acid を注入前後で溶液の色が水色から茶色に変わったこ
とから重合が開始したと考えられる。重合は 25°C のインキュベータ内で行い、1、2、4、
8 h 重合した。JASCO 金基板の場合は、SPR 基板のレシピの 20 倍量で行い、基板は重
合溶液中に浸漬させて重合を行った。 
 
4-2-8-2. Cu2+およびタンパク質の除去 
重合終了後、テフロンセルから基板を取り出して純水で洗浄し、1 M の EDTA 4Na 水
溶液 1 mL にオーバーナイト浸漬させ残存銅(Cu2+)の除去を行った。さらに、2 M NaCl
水溶液 1 mL に 6h、続けて 0.5 wt%の Triton X-100 水溶液に 3h 浸漬せてタンパク質の除
去を行った。その後、純水で洗浄し N2ガスで乾燥させて冷蔵庫で保管した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4-3. 表面開始 AGET ATRP 実験図 
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4-2-9. SPR 測定によるタンパク質の結合実験 
各基板を Biacore 3000 にセットし、running buffer (10 mM Phosphate buffer pH 7.4)を 20 
μL /min で流して RU 値をモニタリングし、安定するまで running buffer を流した。下記
の Table 4-4 に示した SPR 測定条件でタンパク質の結合実験を行った。Figure 4-4 に示し
たように、0 nM (buffer)インジェクションする 5 分前の RU 値をベースラインとし、
0→0.5→1.0→5.0→10→50→100→200 nM の順で連続してインジェクションし、各濃度イ
ンジェクション終了から 4 分 30 秒後の RU 値からベースラインの RU 値を差し引いた
ものを吸着量 ΔRU とした。全濃度インジェクション後に 1 M NaCl aq. 20μL→Triton 
X-100 (0.01, 0.05, 0.1, 0.5 wt%) 6~20μLを流して基板を再生した。この操作を 3回行った。 
 
Table 4-4. タンパク質結合実験における SPR 測定条件 
Equipment Biacore 3000 
Temperture 25°C 
Flow rate 20 μL/min 
Running buffer 10mM Phosphate buffer pH 7.4 
Injected proteins VEGF165, HSA 
Concentration  0, 0.5, 1.0, 5.0, 10, 50, 100, 200 nM (階段状にインジェクション) 
ΔRU Report point 4.5 min after each injection finish 
Regeneration solution 1 M NaCl aq. 20μL→Triton X-100 (0.01, 0.05, 0.1, 0.5 wt%) 
6~20μL 
※すべての濃度のタンパク質溶液をインジェクションし終わ
ってからインジェクションした。 
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Figure 4-4. Sensor gram of protein binding tests 
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4-3. 結果と考察 
4-3-1. 各種 heparin のチオール誘導体の評価 
4-3-1-1. 1H-NMR 解析 
得られた各 HepSH の 1H-NMR spectra をそれと対応する heparin と比較する形で
1H-NMR chart 1~4 に示した。各 1H-NMR chart 2~4 の上図に示した HMW-heparin のスペ
クトルと Figure 4-5 に示した構造から、δ= 5.4 (br, H1, GlcNS,GlcNS6S), 5.2 (br, H1, 
IdoA2S), 4.31 (H6, GlcNS6S), 4.17 (H2, IdoA2S), 4.09 (H3, IdoA2S; H6’, GlcNS6S), 4.02 (H4, 
IdoA2S), 3.99 (H5, GlcNS6S), 3.36~3.80 (H6, GlcNS; H4, GlcNS6S; H3, GlcNS, GlcNS6S), 
3.33 (H2, GlcA), 3.24 (H2, GlcNS6S), 2.02 (methyl signals of acetyl group)と帰属できる 7)。
LMW-heparin は、これらに加えて δ= 6.0 (d, H4,5 (C=C bond), uronate residue)が観測され
た。双方ともに δ= 5.2 (br, H1, IdoA2S)の積分値を 1 と仮定すると全積分値の合計が
HMW-heparin で 25.87、LMW-heparinでは 28.3 となる。これは heparin の main disaccharide
と minor disaccharide のそれぞれ 1 unit 分のプロトンの総和数 25 とほぼ一致する。
1H-NMR chart 1～4 より、すべての HepSH のスペクトルから各 heparin には見られなか
った δ= 7.4、7.7、8.2、8.5 ppm 付近に新たな小さいピークが出現していることがわかる。
これは p-aminothiophenol の芳香環のプロトン由来であると考えられる。これら新出ピー
クの積分値のトータルは 0.17 (LMW-HepSH) 0.24 (HMW-HepSH (unfractionated)), 0.05 
(HMW-HepSH (Mw 6000~10000), 0.06 (HMW-HepSH (Mw >10000)とheparin由来の積分値
よりもはるかに小さい。よって未反応の p-aminothiophenol 分子ではなく、heparin に結
合した p-aminothiophenol の芳香環由来のピークであると推察できる。LMW-HepSH につ
いては LMW-heparin には存在した δ= 6.0 (d, H4,5 (C=C bond), IdoA2S)が消失している。
これは、heparin の非還元性末端の IdoA2S の 4 位と 5 位の C=C bond が反応中に還元さ
れて C-C bond になったことによるものと考えられる。 
 
第 4 章 ～結果と考察～ 
182 
 
 
 
 
Figure 4-5. Structures of HMW- and LMW-heparin units 
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4-3-1-2. UV-vis & CD spectra 解析 
得られた各 HepSH、p-aminothiophenol、HMW-heparin、LMW-heparin の UV-vis spectra
測定、CD spectra 測定の結果を Figure 4-6 から Figure 4-9 にまとめた。p-aminothiophenol 
(black)の UV-vis spectra から、250 nm に芳香環の共役π電子系由来のピークが見られ、
また 300 nm 付近に小さなピークトップが見られる。Figure 4-6 (a) の LMW-heparin の
UV-vis スペクトル(pink)から、230 nm 付近にピークトップが見られる。これは、
LMW-heparin の No-reducing 末端の 4, 5 位の C= C bond 由来であると考えられる 8)。そ
れに伴い、Figure 4-6 (b) CD spectra から、LMW-Heparin には helix 構造由来の 210 nm の
負のコットン効果の極小値ピークだけでなく、230 nm にも観測されていることがわか
る。さらに、Figure 4-6 (a)UV-vis spectra より、p-aminothiophenol との反応で得られた
Heparin には 240 nm にピークトップが見られ、p-aminothiophenol の導入が示唆された。
一方、Figure 4-6 (b) CD spectra では反応後に 230 nm の極小ピークが小さくなっているこ
とから、C= C bond の一部が C-C bond になっていると考えられる。一つの可能性として、
一部の C= C bond が p-aminothiophenol とマイケル付加反応が起こり、No-reducing 末端
にも p-aminothiophenol が結合したため、uronate residue の 4, 5 位の C 原子のキラルが少
し欠損したことが考えられる。しかしながら、210 nm の極小ピークは残っているので
VEGF165との結合に重要な helix 構造は保たれていると考えられる。また、Figure 4-7, 4-8, 
4-9 から p-aminothiophenol との反応後に、HMW-heparin には見られない 259 nm 
(unfractionated), 258 nm (Mw 6000-10000), 261 nm (Mw > 10000),にそれぞれ吸収ピークが
出現しことから、heparin への p-aminothiophenol の導入が示唆された。ピークトップの
波長が p-aminothiophenol 分子由来の 250 nm から約 10 nm だけ Red シフトしている。こ
の反応では、heparin に還元的アミノ化反応で p-aminothiophenol がアミノ基を介して結
合するため、１級アミンから２級アミンに変化する。その結果、アミノ基の電子供与性
が弱くなり p-aminothiophenol 部分のベンゼン環の電子密度が小さくなり共役π電子系
のエネルギーギャップが小さくなったために、吸収波長が長波長側にシフトしたと考え
られる。また、いずれの HMW-HepSH において反応前後での CD spectra にほぼ変化は
見られないことから、helix 構造が保持されていることが示唆された。 
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Figure 4-6. (a) UV-vis spectra of LMW-heparin, LMW-HepSH, and p-aminothiophenol (100 
μM), (b) CD spectra of LMW-heparin, LMW-HepSH 
 
 
 
Figure 4-7 (a) UV-vis spectra of HMW-heparin, HMW-HepSH (Mw: 6000-10000), and 
p-aminothiophenol (100 μM), (b) CD spectra of HMW-heparin and HMW-HepSH (Mw: 
6000-10000) 
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Figure 4-8. (a) UV-vis spectra of HMW-heparin, HMW-HepSH (Mw: 6000-10000), and 
p-aminothiophenol (100 μM), (b) CD spectra of HMW-heparin and HMW-HepSH (Mw: 
6000-10000). 
 
 
 
Figure 4-9. (a) UV-vis spectra of HMW-heparin, HMW-HepSH (Mw > 10000), and 
p-aminothiophenol (100 μM), (b) CD spectra of HMW-heparin and HMW-HepSH (Mw > 
10000). 
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4-3-1-3. Ellman 試薬による各 HepSH の SH 基の導入率の算出 
Ellman 試薬は Scheme 4-4 にあるように、thiol 化合物の SH 基の量に相当する S-S 結
合が開裂して安定な 5-mercapto-2-nitrobenzoic acid (TNB)を生成する。この反応の至適 pH
は 7 以上の弱アルカリ性である。TNB は 412 nm に吸収極大波長を持ち、モル吸光係数
εが 1.55×104 M-1 cm-1であることが知られていることから、溶液中の 412 nm の吸光度
より SH基を定量することが出来る。また、TNBの吸収極大波長はDTNBの吸収(λmax= 
325 nm)とほとんど重ならないので、未反応の DTNB が残っても測定に支障とはならな
い。さらに、各 heparin 化合物および p-aminothiophenol の吸収スペクトルとも重ならな
いことから、Ellman 試薬を用いることで SH 基の定量が可能であると考えた。 
S
SHO
O2N
NO2
OH
O
O
2R-SH SH
HO
O2N
O
R-S-SR
         DNTB                  TNB 
Scheme 4-4. Reaction of DTNB (Ellman reagent) with thiolated compounds 
 
Figure 4-10 から、p-aminothiophenol との反応は 2 h、LMW-HepSH は 46 h、HMW-HepSH 
(unfractionated)は 56 h、HMW-HepSH (Mw 6000-10000)は 20 h でほぼ平衡に達しているこ
とがわかる。HMW-HepSH (Mw >10000)は 12.5 h で極大となりその後吸光度が減少して
いく傾向が見られた。それぞれ反応平衡に達した時間での 412 nm における吸光度と、
TNB のモル吸光係数 ε= 1.55×104 M-1 cm-1を用いて SH 基の定量を行い、下記の算出式
(4-1)および(4-2)を用いて SH 基導入率を算出した。HMW-HepSH (Mw >10000)は反応が
最大に行われたと考えられる 12.5 h での吸光度を用いた。なお、各 HepSH の SH 基の
導入率は p-aminothiophenol の SH 基導入率で規格化している。算出結果を Table 4-5 に
まとめた。この SH 基導入率を用いて各種 heparin 固定化時の濃度を算出することにし
た。 
p-aminothiophenol の SH 導入率の算出式 
SH 導入率 = (
𝐴𝑎𝑡 412 𝑛𝑚
𝜀 × 106
⁄
10
) × 100 [%]    (4 − 1) 
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各種 thiolated heparin の SH 導入率の算出式 
相対 SH 導入率 =
(
𝐴𝑎𝑡 412 𝑛𝑚
𝜀 × 106
⁄
10 )
(𝑝 − 𝑎𝑚𝑖𝑛𝑜𝑡ℎ𝑖𝑜𝑝ℎ𝑒𝑛𝑜𝑙の SH 導入率)
⁄
 [%] 
(4-2) 
 
Figure 4-10. Absorbance changes (at 412 nm) of the reaction solutions between DTNB and 
p-aminothiophenol (Black), LMW-HepSH (Pink), HMW-HepSH (unfractionated) (Green), 
HMW-HepSH (Mw: 6000-10000) (Orange), and HMW-HepSH (Mw >10000) (Blue). 
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Table 4-5. 各種 SH 基導入率算出結果 
Samples 
反応終了時の
Abs. at 412 nm 
TNB 濃度 [μM] SH 交換率 [%] 
p-aminothiophenol  (10 μM) 0.05107 3.61 36.1 
LMW-HepSH (約 10 μM) 0.02201 1.56 43.1※  
HMW-HepSH unfractionated 
 (約 10 μM) 
0.02598 1.84 50.9※ 
HMW-HepSH (約 10 μM)  
(Mw: 6125.19-10125.19) 
0.01854 1.31 36.3※ 
HMW-HepSH(約 10 μM) 
 (Mw: 10125.19-12125.19)  
0.0273 1.93 53.5※ 
※相対 SH 交換率：p-aminothiophenol の SH 交換率 36.1%を 1 とした時の交換率 
 
4-3-2. XPS 測定による mixed SAM 形成の評価 
11-Sulfanyloundec-1-yl 2-bromo-2-methylpropionate (0.5 mM) お よ び
(11-Mercaptoundecyl)tetra(ethylene glycol) (0.5 mM)の混合 EtOH 溶液に金基板を浸漬させ
ることで ATRP 開始基が導入された mixed SAM が調製できるかどうかを XPS 測定によ
り確認した。Figure 4-11 に Au bare 基板及び mixed SAM 形成後の(a) S 2p spectra と(b) Br 
3d spectra を示した。Figure 4-11 (a)より、Au bare 基板には見られなかった S-Au 結合由
来の S 2p peak (around at 162 eV)が mixed SAM 形成基板に出現している。さらに Figure 
4-11 (b)より、Au bare 基板には見られなかった ATRP 開始基の Br 基由来と考えらえる
Br 3d peak (around at 68 eV)が mixed SAM 形成後に観測された。また、Figure 4-11 (c)の C 
1s spectra およびその Fitting 解析を行った結果(d)から、mixed SAM 形成後に C-C bond
由来の 285 eV のピークが大きくなっており、加えて、(11-Mercaptoundecyl)tetra(ethylene 
glycol)の tetra(ethylene glycol)鎖由来の C-O bond (around at 286.5 eV)および ATRP 基由来
の C=O bond (around at 288 eV)が出現している。これらのピーク分離解析から半定量的
に各結合の組成比率を算出した結果を Table 4-6 にまとめた。以上から、ATRP 開始基が
導入された mixed SAM が形成されたことが分かった。 
第 4 章 ～結果と考察～ 
189 
 
 
 
 
 
 
Figure 4-11. XPS spectra of S 2p (a), Br 3d (b), and C 1s (c) of Au bare (i) and mixed SAM (ii)., 
and Fitting analysis of 1 Cs spectra both of Au bare and mixed SAM (d).  
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Table 4-6. C 1s のピーク分離による半定量的な組成比率の算出結果 [%] 
  
C-C bond     
(peak at 284 eV) 
C-C bond    
(peak at 285 eV) 
C-O bond      
(peak at 286.5 eV) 
C=O bond      
(peak at 288 eV) 
Au bare 57.7 42.3 ― ― 
mixed SAM ― 53.1 35.9 11.0 
 
4-3-3. 各 heparin 固定化基板に対する VEGF165 結合挙動の比較 
 VEGF165 と heparin との溶液中での相互作用についてはこれまでに深く研究されてお
り、homodimer である VEGF165は 2 つの heparin 結合ポケットを有しているため heparin
の disaccharide のユニット数によって 2 つの結合ポケットへの結合挙動が異なることが
知られている 9)。しかしながら、本研究で用いるような mixed SAM 上に heparin の還元
性末端を結合させた heparin 固定化基板に対する VEGF165の結合挙動に関する報告例は
少ない。本研究で行う分子インプリンティングでは基板に固定化した heparin に対して
VEGF165 を相互作用させた状態で共重合して結合空間を構築する。そのため、固定化
heparin に対する VEGF165の結合親和性および結合量は、得られた MIP の結合空間の個
数や結合空間への親和性に大きく影響を与えると考えられる。つまり、VEGF165の結合
親和性が高い固定化 heparin を選定することが求められる。そこで SPR 測定により、そ
れぞれの固定化 heparin の結合シグナル量(ΔRU)に対する VEGF165 の結合挙動について
heparin の分子量に着目して比較した。 
 
4-3-3-1. SPR 測定による heparin の固定化反応の評価 
下記の Figure 4-12に、maleimide化したmixed SAM基板に対して thiol化された heparin
の濃度が 40 μM になるよう調製した HMW-HepSH (Mw >10000)、それにつづく 500 μM 
の capping reagentをインジェクションした過程をモニタリングしたセンサグラムを示し
た。他の HepSH についても同様のセンサグラムが得られ、各種 HepSH および capping 
reagent をインジェクション後いずれも RU が上昇したことから、基板上のマレイミド基
と反応して固定化されたことが示唆された。Table 4-7に各種HepSH の固定量ΔRU(heparin)
値、capping reagent の固定量 ΔRU(Capping)値をまとめた。双方とも、分子量の最も小さい
LMW-HepSH の結合シグナル値が最も大きく、分子量が大きくなるにつれて減少し、
HMW-HepSH (Mw > 1000)が最も小さくなった。これは分子量がより大きい
HMW-HepSH (Mw > 1000)は、heparin 分子の立体障害が大きいために基板上のマレイミ
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ド基との反応速度がより小さいことに起因すると考えられる。  
 
Figure 4-12. Sensorgram of immobilization of HMW-HepSH and capping reagent 
 
Table 4-7. Heparin のみの ΔRU、Capping reagent の ΔRU 
Samples 
ONLY heparinのΔRU値※1 
ΔRU (heparin) 
Capping の ΔRU 値※2 
ΔRU (Capping) 
LMW-HepSH 386.5 284.5 
HMW-HepSH (unftractionated) 385.6 176.1 
HMW-HepSH (Mw: 6000-10000) 306.1 156.5 
HMW-HepSH (Mw > 10000) 296.6 158.4 
※1) 各heparinインジェクション終了から3分後(平衡に達している) のΔRU値をONLY 
heparin 固定化量とした。 
※2) Capping reagent インジェクション終了から 10 分後(平衡に達している)の RU 値か
ら、heparin 固定化量のシグナルを読み取った RU 値を差し引いたもの。 
 
4-3-3-2. VEGF165 binding affinity toward each heparin-immobilized substrate 
次に、各種 heparinを固定化した基板に対してVEGF165を 0, 0.5, 1.0, 5.0, 10, 50, 100, 200 
nMの順でインジェクションしたセンサグラムをFigure 4-13に示した。各濃度のVEGF165
溶液をインジェクション終了してから 4 分 30 秒後の RU 値から baseline (0 nM (buffer)
をインジェクションする 5分前)のRU値を差し引いたΔRUをVEGF165の結合量とした。
ここで、固定化 heparin の結合シグナル量(ΔRU (heparin))について、各 heparin の誘電率が
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同じであると仮定した場合、ΔRU (heparin)値の違いは heparin の結合量の違いに相当とする
と考えられる。そこでΔRU (VEGF165)／ΔRU (heparin) は「各 heparin固定化量に対するVEGF165
の結合量」に相当すると考えることができ、これを VEGF165のインジェクション濃度に
対してプロットすることで、heparin の分子量に着目して VEGF165 の結合挙動を比較す
ることが出来ると考えた。Figure 4-14 から、LMW-Hep に対する VEGF165の結合量は全
体的に小さく親和性が小さいことがわかる。一方、HMW-Hep では 0.5~10 nM まではほ
ぼ変わらないが HMW-HepSH (unfractionated)よりも HMW-HepSH (Mw: 6000~ 10000)の
heparin を固定化した基板の方が 100, 200 nM インジェクション時で少し大きくなり、
HMW-HepSH (Mw >10000)はそれらよりはるかに大きいことがわかる。HMW-heparin 
(Mw > 10000)は、heparin の構成要素である disaccharide (major sequence: IdoA2S-GlcNS6S, 
various sequence: GlcA, IdoA, GlcNAc, and GlcNS)のユニット数が n=17~20 と他の HepSH
に比べて多く、かつある程度分子量分布がそろっている。また、1 unit あたり平均して
3 つの SO3-基が存在するので一分子あたり全部で約 51~60 個の SO3-基が存在する。一方
VEGF165の一つの heparin 結合ドメイン中で heparinとの結合に主に関与する塩基性アミ
ノ酸残基(リジン、アルギニン)数は 10 個であり、HMW-heparin (Mw > 10000)の SO3--基
数の方が非常に多いために、より多くの VEGF165 が結合する可能性があるためである
と考えられる。ゆえに今回検討した HepSH の中では、HMW-HepSH (Mw > 10000)を用
いることでより多くの結合空間を構築できる可能性があるため、MIP 薄膜作製時に適し
ていると考えられる。 
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Figure 4-13. Sensorgram of VEGF165 binding test toward all heparins immobilization substrates. 
(a) Total sensorgram, (b) sensorgrams from 0 to 2000 sec.  
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Figure 4-14. Binding isotherms of VEGF165 toward each heparin-immobilized substrate. (a) 
ΔRU (VEGF165)/ΔRU (heparin) , (b) ΔRU(VEGF165)/ΔRU (total). 
 
4-3-4. 表面開始 AGET ATRP による VEGF165 の MIP 薄膜の作製 
第 3 章で親水性の高い Co-monomer を用いることでタンパク質の結合選択性の高い
MIP を構築可能であることが示された。第 3 章ではその親水性モノマーとして THMA
を利用していたが、本章ではさらに親水性が高くかつほとんどのタンパク質の非特異的
相互作用による吸着を抑制できることで知られている phosphorylcholine 基を有する
MPC を Co-monomer とした MPC ベースの MIP 薄膜の構築を考えている。
Phosphorylcholine 基は Ca2+存在下では CRP の特異的リガンドであるが、本章において
結合実験を行う環境は Ca2+非存在下を想定しているので、CRP の特異的リガンドとし
ては働かず、ポリマーマトリックスの親水性をコントロールし、標的以外のタンパク質
の非特異的吸着を抑制する効果を期待している。Scheme 4-3 で作製した VEGF165固定化
基板上で MPC と MBAA を用いた表面開始 AGET ATRP による MIP 形成を確認するた
めに、XPS 測定を行った。ポリマー層だけに存在すると考えられる MPC 由来の P 2p に
着目したところ、Figure 4-15 に示したように、重合時間 2h で作製した MIP 薄膜に P 2p 
(peak top at 134 eV)が出現した。2h 重合の薄膜で MPC 由来の p 2p のピークが確認でき
たため、重合時間がこれより長い 4h、8h においても表面開始 AGET ATRP により MIP
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層が形成されると推察される。 
 
Figure 4-15. XPS spectra of P 2p of Au bare and MIP 2h. 
 
4-3-5. MIP の VEGF165 結合親和性 
本手法における MIP 薄膜作製の表面開始 AGET ATRP の際に重合時間を 0, 1, 2, 4, 8 h
と変えて作製した各 MIP 薄膜に対する VEGF165の結合挙動において、このような重合
時間の違いが与える影響についてSPR測定により評価した。VEGF165の濃度を 0, 0.5, 1.0, 
5.0, 10, 50, 100, 200 nM として SPR 測定を行って得られた吸着等温線を Figure 4-16 に示
した。50 nM 以上に着目すると、MIP 2h への結合量が最も大きいことがわかる。200 nM
の ΔRU 値に着目すると、0、1、2h 重合の膜では重合時間の増加と共に結合量が大きく
なり、2h を境に、4h、8h の順に結合量が減少する傾向が見られた。一方、低濃度域(0
～10 nM)に着目すると、MIP 4h が最も結合シグナルが大きく、エラーバーも小さいこ
とから nM 域で VEGF165を最も定量的に検出可能であることが示唆された。 
以上から、MIP 層構築前後で VEGF165の結合量が増加しており、特に、重合時間 2～
4h で分子インプリンティングすることによって、VEGF165の結合量が効果的に増加する
ことが示唆された。 
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Figure 4-16. Binding isotherms of VEGF165 towards MIP 0h, 1h, 2h, 4, 8h. (a) All concentration 
ranges and (b) lower concentration range between 0~ 10 nM. (n=3) 
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4-3-6. MIP 4hを用いたVEGF165の高感度検出およびHMW-HepSH (Mw> 10000)
固定化基板との VEGF165の検出限界濃度の比較 
現在 VEGF165の臨床診断における検出方法として主力である ELISA 法では、その検
出感度が 1～5 pg/mL (0.02~0.10 pM)程度であり、検出濃度範囲が(15.6~1000 pg/mL; 
0.346~22.2 pM)である。作製した MIP を臨床診断へ応用するためには sub pM~ pM オー
ダーでの濃度依存的検出が求められる。そこで 4-3-5 セクションにおいて低濃度域(0.5, 
1.0, 5.0, 10 nM)での結合シグナルが最も大きかった MIP 4h を用いて、さらなる低濃度域
(0, 10, 50, 100, 500 pM)の VEGF165の結合実験を試みた。Figure 4-17 に示したように MIP 
4h の薄膜は、pM オーダーにおいても VEGF165を定量的に検出可能であることがわかっ
た。ここで、MIP 4h の検出限界を求めるために、Figure 4-18 に示したように、(a) 
Calibration curve 1 (濃度範囲: 0, 10, 50, 100 pM)、(b) Calibration curve 2 (濃度範囲: 0, 10, 50, 
100, 500 pM)、(c) Calibration curve 3 (0, 10, 50, 100, 500, 1000 pM)の 3 つの検量線を描いた。
そして各検量線から検出限界濃度 CD を下記の式(4-3) 10), 11)より求めた。また、
HMW-HepSH (Mw > 10000)固定化基板 (MIP 0h)においても、Figure 4-19 に示したように
(a) Calibration curve 1 (濃度範囲: 0, 500 pM)および(b) Calibration curve 2 (濃度範囲: 0, 500, 
1000 pM)の 2 つの検量線を描き、同様に検出限界濃度を求めた。これらをまとめた Table 
4-8 から、HMW-HepSH (Mw > 10000)固定化基板 (MIP 0h)は 264~ 377 pM であるのに対
して MIP 4h の検出限界濃度は約 13～35 pM 程度と 7.5～29 倍大きいことがわかった。
以上のことから、MIP 層を構築することによって高感度化に成功したといえる。MIP 4h
は現在 VEGF165の検出方法として主力である ELISA 法には 2 ケタほど検出濃度域が及
ばないが、今後、架橋度やモノマーなどの条件を検討してより結合親和性の高い認識空
間を構築することや、検出方法を改良することによってさらに低濃度での正確な検出が
望めると考えられる。よって本手法で作製した VEGF165の MIP 薄膜は ELISA にとって
替わる VEGF165認識材料となる可能性を秘めている。  
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Figure 4-17. Binding isotherm of VEGF165 of lower concentration (0, 10, 50, 100, 500 pM) 
toward MIP 4h layer. (n=3) 
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Figure 4-18. Calibration curves of VEGF165 toward MIP 4h (a) Calibration curve 1 (0~ 500 pM), 
(b) Calibration curve 2 (0~ 500 pM), and (c) Calibration curve 3 (0~ 1000 pM) 
 
 
Figure 4-19. Calibration curves of VEGF165 binding test toward HMW-HepSH (Mw 
>10000)-immobilized substrate (MIP 0h). (a) Calibration curve 1 (0~ 500 pM) and (b) 
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※検出限界濃度の算出方法 
𝐶𝐷 = 𝑘 × 𝜎𝑏 × 𝐴               (4 − 3) 
CD: 検出限界濃度 [pM] 
k: 信頼性の水準によって決定される定数 (通常 3 [-]: Kaiser の提唱による) 
σb: ブランク信号の標準偏差値 [ΔRU] 
A: (検量線の傾き)-1 [pM/ΔRU] 
 
Table 4-8. MIP 4h と HMW-HepSH (Mw > 10000) 固定化基板 (MIP 0h)の σb [ΔRU]と A 
[pM/ΔRU] 
Samples 
Calibration curve 
の種類(濃度範囲) 
σb  
[ΔRU] 
A: (検量線の傾き)-1 
[pM/ΔRU] 
検出限界濃度 
CD [pM] 
MIP 4h 
1. (0-100 pM) 
(R2=0.98) 
0.159 
28.99 13.8 
2. (0-500 pM) 
(R2=0.92) 
73.53 35.0 
3. (0-1000 pM) 
(R2=0.98) 
60.24 28.7 
HMW-HepSH (Mw > 
10000) -immobilized 
substrate (MIP 0h) 
1. 0-500 pM 
(R2=1) 
1.1 
116.28 377.8 
2. 0-1000 pM 
(R2=0.97) 
81.30 264.2 
 
  
 
4-3-7. HMW-HepSH (Mw> 10000)固定化基板と各 MIPs に対する HSA の非特異
吸着の比較 
 タンパク質認識材料としてその結合選択性は非常に重要なファクターであり、標的タ
ンパク質以外のタンパク質の非特異吸着を抑制することは非常に重要である。そこで、
将来的に血清や血漿中での VEGF165の検出を実現するために、これらに含まれるタンパ
ク質で約 60%を占める HSA を参照タンパク質として選択し、各薄膜への吸着特性につ
いて SPR 測定により評価した。Figure 4-20 に示した HSA の吸着等温線より、50 nM 以
下では重合時間にかかわらず HSA の吸着量は小さいことがわかる。吸着実験を行って
いる pH 7.4 の緩衝溶液中では、固定化した heparin は多数の SO3-基および COO-基の存
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在により負に帯電しており、HSA も等電点が 4.7 であることから負に帯電している。ま
た、MPC と MBAA からなるポリマーマトリックスは全体として中性である。以上を踏
まえると、heparin と HSA との間に静電的反発が生じているために HSA の濃度依存的
な結合レスポンスは見られなかったと考えられる。一方、100 nM 以上になると、heparin
固定化基板 (MIP 0h)では、HSA のインジェクション濃度増加に従って明らかに HSA の
結合量が上昇している。これは、heparin を固定化しただけの基板ではポリマー層がな
いため、基板上の SAM 分子などとの疎水性相互作用などが影響して HSA の濃度増加
に伴う非特異吸着が起こったのではないかと考えられる。一方、MIP 薄膜に対してはほ
とんど吸着量に変化は見られなかった。これは MIP 層を構築している MPC の
phosphorylcholine 基が持つ、タンパク質の疎水性相互作用による非特異吸着の抑制効果
によるものであると考えられる 12)。ゆえに、高濃度であっても HSA の吸着を阻害でき
たと考えられる。また、200 nM の HSA の吸着量に着目すると、MIP 薄膜の中でも重合
時間が最も短い 1h の MIP 膜に対する HSA の結合量が他の MIP に比べて大きくなって
いる。これは重合時間が短いために MPC ベースの MIP 層が十分構築されておらず、非
特異吸着を十分に抑制できなかったのだと考えられる。よって、他のタンパク質の吸着
を抑制するためには適切な重合時間で MIP 層を作製することが重要であると考えられ
る。今回検討した中ではそれほど大差はないが 50 nM 以上の濃度域での HSA の吸着シ
グナル平均値が一番小さいMIP 4h薄膜がHSAの非特異吸着を最も抑制可能であるとい
える。 
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Figure 4-20. Binding isotherms of HSA towards MIP 0, 1, 2, 4, 8 h layers. (a) All concentration, 
(b) 0, 0.5, 1.0, 5.0, 10 nM. 
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4-4. 結言 
 本章では、第 3 章で確立した固定化リガンドによりタンパク質を固定化した基板を用
いた bottom-up 型の MIP 作製方法を用いて、VEGF165の高感度検出可能な MIP 薄膜の作
製を目指した。heparin をその α-heix 構造を壊さずに基板に固定化するために、還元性
末端に還元的アミノ化反応によりチオール基を導入することで分子量分布の異なる 4
種類の heparin チオール誘導体を合成することに成功した。これらの heparin チオール誘
導体を用いて固定化した heparin に対する VEGF165の結合親和性は、heparin の分子量分
布に依存することがわかり、今回検討した中では、分子量分布が 10000～12000の heparin
に対して最も結合量が多くなることがわかった。そして、この heparin (Mw: 10000～
12000)固定化基板を用いて MIP を作製したところ、heparin 固定化基板よりも結合量が
大きくなり、鋳型形成による結合親和性および結合キャパシティの増加が期待できるこ
とがわかった。また、重合時間の異なる 4 つの MIP を作製し、重合時間の違いによる
VEGF165の結合挙動について検討したところ、50 nM を境に VEGF165の結合挙動が変わ
ることがわかった。現段階では重合時間に伴う膜厚の変化を見積もることはできていな
いが、0.5～10 nM の低濃度域では、MIP 4h が最も結合レスポンスが良く、さらに低濃
度の 0.01～0.5 nM においても定量的に検出できることがわかった。また、MIP 4h の薄
膜の検出限界濃度が 13～35 pM の間であることがわかり、今後さらに結合親和性の高い
MIP を構築することができれば ELISA の検出濃度域  (0.346~22.2 pM)に匹敵する
VEGF165検出材料となる可能性が示唆された。また、作製した MIP の HSA の吸着挙動
については、50 nM 以下ではあまり差は見られなかったが、100 nM 以上では明らかに、
単に heparin を固定化した基板に比べて HSA の吸着を抑制可能であることがわかった。
以上今回検討した中では、重合時間が 4h の MIP 薄膜が標的である VEGF165を最も高感
度に検出可能であると同時に HSA の非特異的吸着も最も抑制可能であることが分かっ
た。以上のことから、本手法により高親和性かつ高選択的な VEGF165の MIP 薄膜が作
製することができたことから本手法の汎用性が示唆され、VEGF165の検出における臨床
診断への応用が期待できることがわかった。今後、薄膜だけではなくナノ粒子へ応用す
ることにより、in vitro, in vivo での VEGF の認識および補足可能な材料となることが見
込めると考えられる。 
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4-5. 1H-NMR chart 
1H-NMR chart 1. LMW-heparin (上)& LMW-HepSH (下) 
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1H-NMR chart 2. HMW-heparin (上)& HMW-HepSH (unfractionated) (下) 
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1H-NMR chart 3. HMW-heparin (上)& HMW-HepSH (Mw 6000-10000) (下) 
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1H-NMR chart 4. HMW-heparin (上)& HMW-HepSH (Mw > 10000) (下) 
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 特定のタンパク質を認識可能な結合空間を有する機能性高分子材料は、抗体やレセプ
ターに替わる生体分子認識材料として分離、分析、臨床診断、治療材料、プロテオミク
スなど様々な分野に応用可能であると期待されている。標的タンパク質を特異的に認識
可能なポリマー材料を作製するためには抗体―抗原のように相補的な認識ナノ空間の
構築が重要であり、MI 法はポリマー内にそのような空間を構築する手法の一つとして
注目されている。その中でも標的タンパク質を基板などの MIP 層を構築する足場に固
定した状態で分子インプリンティングする手法は、ポリマーマトリックス深部に埋没す
る結合空間の個数を減らし、ポリマー表面に結合空間を構築する有効な手法であること
がわかってきた。また、標的タンパク質に対して特異的なリガンドを結合部位としてポ
リマー材料内に導入することによって、標的タンパク質の特定アミノ酸残基との相互作
用に結合様式が規定できるため、標的タンパク質に対する特異性が向上することが報告
されている。さらに、重合法としてフリーラジカル重合ではなく表面開始制御/リビン
グラジカル重合を取り入れることによって結合空間構築の際にポリマー鎖長、架橋密度
が一定になりまた膜厚も制御可能なポリマー層が作製可能となり、より精密な MIP 合
成の可能性がある。しかしながら、以上の要素がすべて考慮された精密なポリマー設計
および結合空間構築に関する報告例はなく、これらが最適化された MIP を作製するこ
とができれば認識能の高いタンパク質認識材料として期待できる。 
 そこで本研究では、生体内分子認識メカニズムの一つであり、結合様式が規定されて
いるリガンド―タンパク質間相互作用に着目し、これをポリマー内で効果的に再現でき
るような、リガンドを認識部位として導入したナノ空間の精密合成に関する研究を行い、
標的タンパク質の高感度検出を目指した。リガンドのポリマーへの組み込み方として、
まず第 2 章において、重合官能基を有したリガンドモノマーを用いてホモポリマーリガ
ンド層を構築することを考えた。ポリマーリガンド鎖の密度と膜厚が標的タンパク質の
選択的認識能に与える影響について検討し、高感度検出に重要な因子を探った。次に、
第 3 章では、さらにより選択性の高い結合空間構築のために分子インプリンティング法
を取り入れて、金基板に固定したリガンドに対して標的タンパク質をリガンド―タンパ
ク質間相互作用により固定させた状態で認識ナノ空間を表面開始制御/リビングラジカ
ル重合の一つである表面開始AGET ATRPにより構築する新規分子インプリンティング
法を提案した。固定化したリガンドが分子インプリンティングの際のタンパク質の固定
点として作用しかつ形成した認識空間内で特異的相互作用部位として機能するという
ダブルの働きをするように設計し、タンパク質の固定化条件、モノマー種や重合時間な
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どの重合条件、および検出条件などの基礎検討を重ねることで標的タンパク質に対する
選択性向上に成功した。また、MIP の膜厚がタンパク質の認識能に大きく影響を及ぼす
ことがわかり、タンパク質の大きさに適した膜厚に制御することで結合親和性・選択性
ともに向上することが明らかとなった。こうして確立した MIP の作製方法を用いて第 4
章では、第 3 章とは別のタンパク質である VEGF 認識系に応用し、本手法の汎用性を検
証した。 
 
以下に、各章で得られた知見についてまとめる。 
 
第 2 章では、標的タンパク質に急性炎症性のバイオマーカーである CRP を選択し、
その Ca2+依存的に結合する特異的リガンドである phosphsorylcholine 基とのリガンド―
タンパク質間相互作用に着目し、phosphsorylcholine 基を有するメタクリル系モノマー
MPC のホモポリマー (PMPC) 層をポリマーリガンドとした CRP の高感度検出材料の
開発を目指した。金基板に、表面開始 AGET ATRP によって重合度は同じ(n≒10)だがグ
ラフト密度が 1.27、0.56、0.48 chains/nm2と異なる 3 つの PMPC 層を構築した。さらに
グラフト密度は 1.27 chans/nm2と同じだが膜厚が 3.4 nm および 4.6 nm と異なる PMPC
層も構築し、SPR 測定により CRP の認識能について検討した。CRP の結合は表面ラフ
ネスおよびグラフト密度の影響を大きく受けることがわかり、0.56 chains/nm2のグラフ
ト密度を有する PMPC 薄膜に対して最もレスポンスが高いことが示された。すなわち、
1.27 chains/nm2 (PMPC 鎖の平均間隔 1.0 nm)のような濃厚ブラシよりも 0.56 chanis/nm2
のような PMPC 鎖の平均間隔が約 1.51 nm と隙間の空いたブラシにすることで CRP が
PMPC 側鎖の phosphorylcholine 基に結合しやすくなり CRP 結合量の増加が見込めるこ
とが示唆された。今回検討した中で検出限界濃度に焦点を当てると、より濃厚ブラシで
あるグラフト密度が 1.27 chains/nm2で膜厚が 4.6 nm の PMPC 薄膜が 5.08 ng/mL の検出
限界濃度を達成し、従来の PMPCで表面を機能化したナノ材料の最小値である 50 ng/mL
を 10 倍ほど上回ることが分かった。この値は、早期 CRP 検出で使用するには十分な値
であると考えられる。しかし結合再現性が高くないという課題も残った。さらに、HSA
の非特異的吸着は膜厚よりもグラフト密度の影響の方が大きく、濃厚ブラシであるグラ
フト密度が 1.27 chains/nm2で膜厚が 4.6 nmの PMPC 薄膜が HSAの吸着量が最も小さく
なった。以上のことから、PMPC をベースとした CRP の選択的高感度検出にはグラフ
ト密度を最適化することが重要であることを見出した。 
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第 3 章では、リガンド―タンパク質間の特異的相互作用による標的タンパク質の認識
能だけでなく、標的タンパク質の形状もポリマー内に構築可能な分子インプリンティン
グ法に着目して、標的タンパク質に対して高い結合選択性を発現させようと考えた。タ
ンパク質の分子インプリンティングにおいて、タンパク質はその構造の複雑さや相互作
用部位が多いことから特異的な結合空間をポリマー内に構築するのが難しいという課
題があった。そこで本章では、白血病などのバイオマーカーとして知られる GST-π を標
的タンパク質とし、その G-site に特異的に結合する GSH をリガンドとして用いる系を
検討した。金基板に固定した GSH に対して標的タンパク質である GST-π をリガンド―
タンパク質間相互作用により配向固定化し、表面開始 AGET ATRP により分子インプリ
ンティングを行い、ポリマー薄膜の表層に結合空間を構築する新規手法の確立を目指し
た。標的タンパク質を高親和的に認識するためには、親和性が高くまた結合サイト数が
多い MIP を作製することが求められると考え、まず、基板上の GSH への GST-π の固定
化の際の buffer の種類や pH に着目したところ、15 mM PBS pH 7.4 中における GST-π の
結合量が理論値(66 fmol/nm2)の約 6分の 1の 9.4  fmol/nm2 (Ka= 6.3×105 M-1)と最も多く
なることがわかった。重合時の buffer が上記と異なっている場合であっても表面開始
AGET ATRP によって作製した MIP は NIPs よりも GST-πに対して結合親和性が高くな
ったことから、本分子インプリンティングにより認識ナノ空間の構築が示唆された。ま
た、得られた MIP の再結合実験から算出した最大結合サイト数は 4.7 fmol/nm2と固定化
時 (9.4 fmol/mm2)の約半分程度になるが、MIP 層を構築することでタンパク質の結合選
択性が飛躍的に向上することがわかり、本分子インプリンティング法による標的タンパ
ク質の認識能が向上することが示唆された。また、本手法では固定化タンパク質と同表
面から AGET ATRP を行っており、重合時間を変えることで膜厚が増加することが本研
究で明らかになった。金基板上に固定化した GST-πの高さはリンカー分子と GST-πの
大きさを合わせて約 12 nm であることが予想される。膜厚の異なる MIP を作製したと
ころ、乾燥状態ではあるがこの高さに最も近くその膜厚が 13.6 nm の MIP に対する
GST-π の結合量が最も大きく、膜厚がそれより大きい 16.8 nm になると GST-π の結合量
が半分以下に減少することから、膜厚制御が GST-π の結合において重要であるという知
見が得られた。また、膜厚の違いによるタンパク質の結合選択性についても、同様に乾
燥状態の膜厚が 13.6 nm の MIP が最も高選択であることが判明した。ゆえに、基板上に
固定化したタンパク質の大きさに合わせた膜厚にすることが、高認識能を発現する分子
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インプリントナノ空間を構築するうえで重要なポイントであるということが明らかと
なった。さらに、より親水性の高いコモノマーを用いて結合空間を構築することで
GST-π の結合親和性は低下するが他のタンパク質の非特異的な吸着を抑制し、選択性を
向上させることが可能であったことから、ポリマーマトリックスも選択性を大きく左右
する因子であることがわかった。また本手法で作製した MIP 薄膜は sub μM の濃度域で
GST-π を検出可能であることが示されたが、これは既存の ELISA 法による検出濃度域 
(9.4～600ng/mL (0.198～12.6 nM))には至っていない。上述のように Co-monomer の種類
や重合時間のさらなる検討を行い、また本章では検討していないが結合空間構築に影響
を与えると考えられるポリマーマトリックスの架橋度やmixed SAM形成時のGSHの固
定化率などを調整することによって達成できる可能性は十分にあると考えられる。 
 
第 4 章では、第 3 章で確立したリガンド―タンパク質間相互作用を利用して固定化し
たタンパク質を用いた分子インプリンティング法を他のリガンド―タンパク質相互作
用系に応用し、方法論の汎用性を検証すると同時にさらなる高感度検出を目指した。こ
こでは標的タンパク質として血管新生に関わるサイトカインとして知られている
VEGF165を選び、そのリガンド分子である heparinとの相互作用に注目して固定化 heparin
を有した VEGF165インプリントポリマー薄膜の作製を行った。VEGF と heparin との相
互作用において heparin の分子量が影響することがわかっているが、heparin の還元性末
端を固定した基板上への結合についてはあまり理解されていない。そこで分子量の異な
る heparin誘導体を合成して基板へ固定化しVEGF165の結合性について検討したところ、
VEGF165 の結合性は heparin の分子量が影響することがわかり、比較的分子量分布の小
さくかつ分子量の大きい (Mw: 10000~12000)固定化 heparin に対する VEGF の結合量が
多いことがわかった。この固定化 heparinを使ってMIP層を構築したところ、同じ heparin
を固定化した基板よりも結合量が多くなり、かつ選択性も向上したことから本手法によ
る分子インプリンティングの効果が示され、本手法の汎用性が示唆された。また、重合
時間を変えて 4 種類の MIP を作製したところ、4h 重合の MIP の検出限界濃度 (13～35 
pM 程度)が細胞シートを用いた組織再生療法における VEGF のモニタリングで必要な
濃度域を達成しており、細胞シートを用いた再生医療での VEGF 検出材料として使用で
きる可能性が示唆された。今後、架橋度やモノマー種を検討して VEGF165に対する親和
性および特異性を最適化することで sub pM での VEGF165の検出が達成されれば、臨床
診断の場で使用可能な VEGF 測定材料としての応用展開が期待される。 
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 本研究では、リガンドを結合部位としたタンパク質認識ナノ空間材料として、重合性
官能基を有したリガンドからなるホモポリマーリガンド層あるいは、リガンド―タンパ
ク質間相互作用が結合空間内で作用する分子インプリント認識空間について検討した。
いずれの場合もリガンド―タンパク質間相互作用という部位特異的な相互作用をポリ
マー内で再現することで特異的分子認識能を達成している。このように人工的に作製し
たタンパク質認識高分子材料を実際に利用することを考えた時、ELISA をはじめとする
現在使用されているタンパク質認識材料やこれまでの研究で開発されたタンパク質認
識材料と比べてどういった点で優れているか、あるいは十分な感度が得られているどう
かを検証することは重要である。 
前者の高分子リガンドポリマー鎖を認識素子として用いた系では、これまで検討され
ず理解が不十分であったポリマー鎖の密度と膜厚に着目したところ、これらの変化に伴
うタンパク質の認識挙動が変化するという新しい知見が得られた。これは、高分子リガ
ンドポリマーを認識素子としたタンパク質認識材料の設計の際の指標として貢献する
知見であると考えられる。さらに、高分子リガンドポリマーの密度と膜厚を調製するこ
とによって、従来の高分子リガンド層を構築したタンパク質認識材料による検出限界を
10 分の 1 にすることができたことは本研究の優位性の一つである。また、ELISA の測
定濃度域 (sub ng/mL~ 100 ng/mL)の sub ng/mL 域の検出には至っていないが、さらに
PMPC グラフト密度や膜厚について検討することで十分達成できると期待できる。 
後者の場合は、リガンド―タンパク質間の特異的相互作用による分子認識が可能で、
標的タンパク質のサイズに合った認識ナノ空間を分子インプリンティング法により構
築した。リガンドを相互作用部位として有する MIP の報告例はこれまでに報告されて
おり、中でも、固定化リガンドを用いてタンパク質を相互作用させた状態で同表面から
表面開始 AGET ATRP による bottom-up 型での結合空間を構築した MIP については
Trypsin を標的として bendiamidine 基をリガンドとしたマイクロサイズの粒子の報告例
がある。その研究では膜厚と標的タンパク質の認識能に関する検討はしているが、タン
パク質の結合選択性パラメータ α(reference proteinの結合量)/(Trypsinの結合量)が0.10~ 
0.65 と大きく、高いタンパク質結合選択性を達成していない。また、Mannose をリガン
ドとして固定化した金基板を用いた ConA の MIP 薄膜ではナノメートルサイズでの膜
厚制御を可能にしているものの、タンパク質の選択性実験の濃度が 100 μg/mL と大きい。
それに対して本研究では、標的タンパク質は GST-πとこれらの研究とは異なるが、膜
厚の制御や co-monomer の種類、結合実験の NaCl 濃度などを検討することによって、
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従来よりも低濃度域 (0.5 μM; 23 μg/mL)において選択性パラメータが 0.09~0.17 と小さ
く、高いタンパク質結合選択性を発現するようなタンパク質認識材料を構築することに
成功したことが先行研究に比べて発展した点であると考えられる。一方で、標的タンパ
ク質の検出可能な濃度域について、GST-πの場合は sub nM (31.3 μM 以上)と既存 ELISA
法 (0.198～12.6 nM) の濃度域には達していない。しかしながら、VEGF165の場合はその
1000 分の 1 の sub nM 域 (500 pM 以上)における定量的な検出を達成することができ、
再生医療研究における VEGF 検出材料としては十分使用可能であることが示唆された。
従来のタンパク質の MIP における検出濃度域は μM オーダーのものが多かったが、こ
のように本手法で作製されるMIPは sub nM領域の高感度検出が可能なセンシング材料
として使用可能であることが明らかとなり、本手法はタンパク質の分子認識材料の開発
に貢献するものであると考えられる。さらに、本タンパク質認識空間構築法は、同種の
他の標的分子にも適用可能な上に粒子状など様々な形状のマテリアルにも応用できる
ため、病理診断や治療、細胞生物学分野、バイオマテリアルを始めとする広汎な分野へ
の波及効果が極めて高く、大きなブレークスルーとして学術面においても産業において
もその意義は極めて深いと結論づけるものである。 
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